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La contaminación medioambiental es un tema de preocupación pública creciente. 
Como consecuencia de su amplio uso y de sus demostradas consecuencias para el 
medio ambiente y la salud humana, durante la parte final del siglo XX más de 100 
compuestos químicos han sido clasificados como contaminantes y a pesar de que 
muchos de ellos están siendo restringidos en su fabricación y uso, siguen 
encontrándose en el medio ambiente. Todo contaminante previamente desconocido o 
no reconocido como tal, cuya presencia en el medio ambiente no tiene por qué ser 
necesariamente nueva, se conoce como contaminante emergente. Actualmente, estos 
compuestos químicos debido a la falta de regulación, la escasez de datos ambientales y 
sus repercusiones tóxicas y la falta de métodos analíticos para cuantificarlos suponen 
una creciente preocupación social y científica. La principal característica de los 
contaminantes emergentes es que son compuestos de elevada producción o consumo 
que se vierten de manera continua al medio ambiente por lo que no necesitan ser 
persistentes para ocasionar efectos negativos. 
 
Entre los contaminantes emergentes presentes en el medio acuático cabe destacar la 
presencia de residuos farmacéuticos, compuestos perfluorados, hormonas, drogas de 
abuso y productos de cuidado e higiene personal. Además, en los últimos 10-15 años 
se han ido sumando a esta lista  de contaminantes emergentes otros compuestos, 
como los nanomateriales, o nuevos antibióticos, de los cuales, aún hoy, se tiene poca 
información de su comportamiento medioambiental. La principal fuente de entrada de 
estos compuestos en el medio acuático son las aguas residuales aunque también es 
destacable el papel que juega la agricultura y la ganadería con el uso de pesticidas y 
antibióticos como fuentes de contaminación difusa. La presencia de estos 
contaminantes en el medio acuático puede conllevar su paso a los alimentos a través 
de la cadena trófica. La determinación de estos compuestos orgánicos es una creciente 
necesidad que requiere numerosos esfuerzos para desarrollar metodologías analíticas 
que permitan la identificación y cuantificación de analitos a nivel de trazas.  
 
La presente Tesis Doctoral se centra en el desarrollo de metodologías analíticas nuevas 
que permitan la determinación de fármacos de amplio uso (antiinflamatorios no 
esteroideos, NSAIDs, como diclofenac, ibuprofeno y naproxeno; reguladores lipídicos 
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como ácido clofíbrico e inhibidores de la serotonina conocidos como SSRIs entre los 
que se han seleccionado fluoxetina, sertralina, citalopram y paroxetina y sus 
metabolitos, norfluoxetina, norsertralina y desmetilcitalopram) en muestras de 
pescado y su aplicación para el estudio de la bioacumulación en larvas de pez cebra 
usando un método alternativo a la guía OCDE 305. En consecuencia, el primer objetivo 
establecido en esta Tesis es el desarrollo de nuevas estrategias de análisis basadas en 
métodos miniaturizados de extracción en fase sólida con tres etapas muy 
diferenciadas: (1) extracción de los compuestos orgánicos con un disolvente orgánico 
asistido por sonda de ultrasonidos, (2) limpieza de los extractos con un sorbente 
adecuado y (3) determinación de los analíticos usando cromatografía de gases 
acoplado a espectrometría de masas como sistema de detección. Las metodologías 
desarrolladas se han utilizado para analizar muestras de pescado manufacturado 
(ralladura de mar, palitos de mar, muslitos de surimi o salchichas de mar) con el 
objetivo de confirmar o descartar la presencia de estos fármacos en productos de 
consumo. 
 
Por otro lado, hay evidencias demostradas que estos compuestos producen efectos 
crónicos y letales importantes en los organismos acuáticos. Por ello la legislación 
europea de producción, distribución y uso de compuestos químicos (REACH) exige la 
evaluación de la ecotoxicidad de los compuestos químicos a través de tres parámetros 
principales, el potencial de bioacumulación, la persistencia y la toxicidad. La 
bioacumulación se define como la acumulación de compuestos químicos en un 
organismo a través de cualquier vía incluyendo la respiración, ingestión o el contacto 
directo y en la actualidad, se cuantifica mediante el factor de bioconcentración (BCF). 
El ensayo de Bioconcentración 305, propuesto por la Organización de Cooperación 
Económica y de Desarrollo (OCDE), puede ser considerado como el procedimiento más 
ampliamente aceptado para evaluar este parámetro en compuestos químicos. Esta 
guía propone evaluar el contenido químico en tejidos de pez previamente expuesto a 
una concentración de analito durante 42 días en condiciones ambientales bien 
definidas. Este tipo de experimentos implica el empleo de más de cien peces adultos y 
un trabajo analítico importante, lo que conlleva que sean muy costosos en términos de 
reactivos, tiempo y número de animales. Por esta razón, cualquier alternativa a este 
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tipo de ensayos es bienvenida, de hecho, la normativa REACH destaca la conveniencia 
de reducir el número de pruebas que involucran animales fomentando el uso de 
métodos sin animales como enfoque alternativo. Esto puede llevarse a cabo con 
modelos matemáticos que predigan una propiedad química o actividad biológica 
basándose en las propiedades de las sustancias o bien con procedimientos 
experimentales con células o estadios de vida de peces en los que no se considera una 
animal vivo. Esta última línea de investigación, ha constituido el segundo objetivo de 
esta Tesis Doctoral. El pez cebra (Danio rerio) es un organismo modelo ampliamente 
usado en procesos biológicos y bioquímicos con gran relevancia ambiental y médica. 
Las larvas de pez cebra en fase embrionaria se considera una especie no protegida de 
acuerdo a la regulación vigente. Hasta hace unos años, se encontraban un número 
limitado de estudios de bioacumulación en estadios tempranos en la literatura 
(huevos, larvas o embriones). Los estudios llevados a cabo durante la realización de 
esta Tesis Doctoral para las familias de fármacos elegidas, han mostrado una nula o 
baja bioacumulación para los fármacos antiinflamatorios (ibuprofeno, naproxeno y 
diclofenaco) y reguladores lipídicos (CFB). Sin embargo, en el caso de los 
antidepresivos seleccionados, el estudio ha demostrado evidencias de metabolización 
en larvas de pez cebra para fluoxentina, sertralina y citalopram. 
 
En conclusión, en la presente Tesis se han desarrollado diferentes metodologías 
analíticas miniaturizadas que han permitido el análisis de diferentes familias de 
fármacos de amplio uso (NSAIDs, regulador lipídico y SSRIs) con aplicaciones desde el 
estudio de bioacumulación en larvas de pez cebra hasta su posible determinación en 
productos manufacturados comunes derivados del pescado. Esto ha permitido 
demostrar lo adecuado de los métodos desarrollados para cuantificar los diferentes 
analitos en muestras con un tamaño muy pequeño (10-100 mg) así como determinar 
los factores de bioacumulación (BCF) para cada uno de ellos así como una posible 
metabolización de algunos compuestos usando larvas de pez cebra como método 
alternativo a la guía OCDE 305. 
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The environment is an issue of growing concern. During the 20th century, more than 
105 chemical compounds have been regulated as pollutants in our environment and, 
even though, many of them are being restricted and other new chemicals products are 
being introduced. Any contaminant previously unknown or not recognized as such, 
whose presence in the environment is not necessarily new, is known as an emerging 
pollutant. Currently, these chemical compounds due to the lack of regulation, the 
scarcity of environmental data and their toxic repercussions and the lack of analytical 
methods to quantify them are assuming a growing social and scientific concern. The 
main characteristic of the emerging pollutants is that they are compounds of high 
production or consumption that are continuously discharged into the environment, so 
they do not need to be persistent to cause negative effects.  
 
Among the emerging pollutants present in the aquatic environment include the 
presence of pharmaceutical waste, perfluorinated compounds, hormones, drugs of 
abuse and personal care products. In the last 10-15 years, a new class of pollutants has 
taken special importance as emerging contaminants: nanomaterials, of which, even 
today, little environmental information is available. The main source of entry of these 
compounds into the aquatic environment is wastewater, although the role developed 
by agriculture and livestock with the use of pesticides and antibiotics as sources of 
diffuse contamination is also noteworthy. The presence of these contaminants in the 
aquatic environment entails their passage to food through the food chain. The 
determination of these organic compounds is a growing need that requires numerous 
efforts to develop analytical methodologies that allows the identification and 
quantification of analytes at the trace level.  
 
This Doctoral Thesis focuses on the development of new analytical methodologies that 
allow the determination of widely used drugs (non-steroidal anti-inflammatories, 
NSAIDs, such as diclofenac, ibuprofen and naproxen, lipid regulators such as clofibric 
acid and serotonin inhibitors known as SSRIs among which have chosen fluoxetine, 
sertraline, citalopram and paroxetine and its metabolites: norfluoxetine, norsertraline 
and desmethylcitalopram) in fish samples and its application for the study of 
bioaccumulation in zebrafish larvae using an alternative method to the OECD 305 
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guide. Consequently, the first objective established in this Thesis is the development of 
new useful analysis strategies based on miniaturized solid phase extraction methods 
with three very different stages: (1) extraction of the organic compounds with an 
organic solvent assisted by ultrasound, (2) cleaning of the extracts with a suitable 
sorbent and (3) determination of the analytical using gas chromatography coupled to 
mass spectrometry as a detection system. The methodologies developed have been 
used to analyze samples of manufactured fish (sea zest, sea sticks, surimi thighs or sea 
sausages) in order to confirm or rule out the presence of these drugs in consumer 
products. 
 
On the other hand, there is proven evidence that these compounds produce important 
chronic and lethal effects in aquatic organisms. Therefore, European legislation on the 
production, distribution and use of chemical compounds (REACH) requires the 
evaluation of the ecotoxicity of chemical compounds through three main parameters, 
the potential for bioaccumulation, persistence and toxicity. Bioaccumulation is defined 
as the accumulation of chemical compounds in an organism through any route 
including breathing, ingestion or direct contact and is quantified by the 
bioaccumulation factor (BCFs). The Bioconcentration 305 test, proposed by the 
Organization of Economic Cooperation and Development (OECD), can be considered as 
the most widely accepted procedure to evaluate this parameter in chemical 
compounds. This guide proposes to evaluate the chemical content in fish tissues 
previously exposed to an analyte concentration for 42 days under well defined 
environmental conditions. This type of experiments involves the use of more than one 
hundred adult fish and an important analytical work, which leads to them being very 
expensive in terms of reagents, time and number of animals. For this reason, any 
alternative to these experiments is welcome; in fact, the REACH regulation emphasizes 
the convenience of reducing the number of tests involving animals by encouraging the 
use of non-animal methods as an alternative approach. This can be done with 
mathematical models that predict a chemical property or biological activity based on 
the properties of the substances or with experimental procedures with cells or life 
stages of fish in which it it not considered a living animal. This last line of research has 
been the second objective of this Doctoral Thesis. The zebrafish (Danio rerio) is a 
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model organism widely used in biological processes with great environmental and 
medical relevance. Zebrafish larvae in embryonic phase is considered a non-protected 
species according to the current regulation. Until a few years ago, there were a limited 
number of bioaccumulation studies in early stages in the literature (eggs, larvae or 
embryos). The studies carried out during the realization of this Doctoral Thesis for 
families of chosen drugs, have shown a low bioaccumulation for anti-inflammatory 
drugs (ibuprofen, naproxen and diclofenac) and lipid regulators (clofibric acid). 
However, in the case of selected antidepressants, the study has shown evidence of 
metabolism in zebrafish larvae for fluoxetine, sertraline and citalopram. 
 
In conclusion, in this Thesis have been developed different miniaturized analytical 
methodologies that have allowed the analysis of different families of widely used drugs 
(NSAIDs, lipid regulator and SSRIs) with applications from the study of bioaccumulation 
in zebrafish larvae to its possible determination in common manufactured products 
derived from fish. This has allowed demonstrating the suitability of the methods 
developed to quantify the different analytes in samples with a very small size (10-100 
mg) as well as to determine the bioaccumulation factors (BCF) for each one of them as 
well as a possible metabolization of some compounds using zebrafish larvae as an 
alternative method to the 305 OECD guide. 
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I.1. CONTAMINANTES EMERGENTES EN EL MEDIO AMBIENTE 
 
Desde hace décadas, compuestos químicos consumidos por parte de la población en 
agricultura e industria son vertidos de forma masiva a las aguas a través de la red 
doméstica e industrial. Este hecho, ha provocado que, actualmente, exista una 
preocupación social creciente hacia la presencia de este tipo de compuestos en el 
medio ambiente ya que, sin ser conscientes de ello, hay una exposición continua a esta 
clase de contaminantes que reciben el nombre de de contaminantes emergentes 
(emerging contaminant, ECs)1.  
 
Se denomina contaminantes emergentes a aquellos compuestos de distinto origen y 
naturaleza química cuya presencia e impacto en los distintos compartimentos 
medioambientales requiere de su estudio para evaluar todas las áreas que permitan 
proteger la salud humana y del medioambiente. La mayoría de estos compuestos no 
están todavía regulados y pueden provocar efectos tóxicos y nocivos en los seres vivos. 
Su peligrosidad radica en diferentes aspectos: 
 
 Su producción y consumo es de forma masiva por lo que el vertido a las aguas 
es continuado lo que origina, aunque no fueran persistentes, que se llegue a 
alcanzar concentraciones importantes de los mismos. 
 Pueden tener efectos tóxicos en los organismos acuáticos, algunos de ellos, 
incluso desconocidos en la actualidad. 
 Su presencia en el medio ambiente puede provocar un efecto bioacumulativo 
en los organismos acuáticos. 
 Las estaciones depuradoras de aguas residuales no disponen de tecnologías 
que permitan la eliminación completa de estos compuestos lo cual supone un 
problema ya que, en ocasiones, estas aguas son reutilizadas para riego o 
recarga de acuíferos. Además, pueden aparecer en las aguas de consumo 
humano. 
 
Por todo ello, la detección y determinación de los ECs ha emergido en las últimas 
décadas como un problema medioambiental importante2.  
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Entre los contaminantes emergentes se encuentran compuestos químicos 
indispensables en la sociedad para una vida saludable que son usados diariamente por 
la población, como son los productos de higiene personal (PPCP), o los fármacos. Estos 
compuestos presentan diferentes propiedades químicas y están presentes en las 
complejas matrices medioambientales a muy baja concentración (ng L-1 y g L-1)3-4. En 
los últimos años se han detectado PPCPs y diferentes residuos farmacéuticos en 
efluentes de aguas residuales, aguas subterráneas, e incluso, en agua potable a niveles 
traza, o en sedimentos de ríos, siendo su eliminación muy dificultosa a corto plazo3-4. 
La presencia de la mayoría de estos compuestos no está regulada y es necesario que la 
legislación se amplíe para englobar a un mayor número de ECs, de la misma forma que 
se ha establecido una propuesta para los productos farmacéuticos 17-estradiol (E2), 
17-etinilestradiol (EE2) y diclofenaco como sustancias peligrosas prioritarias3,5. En 
América del Norte y Europa se está llevando a cabo los primeros intentos de hacer una 
lista prioritaria de compuestos potencialmente contaminantes así como iniciativas 
para la minimización de su vertido al medio ambiente2. En este sentido, la ley de aguas 
superficiales de la Comisión Europea se ha regulado un amplio número de compuestos 
orgánicos e inorgánicos5.  
 
Los ECs llegan a las plantas depuradoras de aguas residuales (WWTPs) a través de 
efluentes urbanos y muchas veces persisten a los tratamientos convencionales 
aplicados en las mismas, lo que les permite llegar al ecosistema acuático. Por esta 
razón, los ECs han sido detectados en los efluentes y lodos de las plantas depuradoras 
y de ahí llegan a aguas superficiales (ríos y lagos), a aguas subterráneas y a aguas de 
consumo3. Su persistencia depende de las características físico-químicas del 
contaminante, así como de las condiciones y tecnologías utilizadas en las WWTPs. La 
incompleta eliminación puede deberse a una menor tendencia a ser adsorbidos por los 
lodos activados o a una degradación microbiana parcial durante el tratamiento. Sin 
embargo, aquellos ECs con carácter lipófilo, tienen una fuerte tendencia a adherirse a 
los lodos de las aguas residuales lo que también constituye una fuente importante de 
contaminación ya que muchos de estos lodos se están utilizando actualmente en 
agricultura; los fármacos de uso veterinario que son excretados por vía fecal pueden 
ser utilizados como estiércol, lo que contribuye a su liberación en el medio ambiente6, 
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haciendo posible su retorno a través de las aguas subterráneas, aguas superficiales o 
su incorporación a la cadena trófica4. De forma general, las rutas de exposición pueden 
llegar a ser muy complejas y se diferencian entre los entornos rurales y urbanos 
(Figura I.1.). Su presencia y su concentración dependen de diversos factores como la 




Figura I.1. Rutas de exposición del medioambiente a los contaminantes emergentes. 
 
En 1875, se estableció la “Ley de Aguas” la cual fue derogada posteriormente por la 
entrada en vigor de la Ley 25/1985, de 2 de Agosto (BOE núm. 189, de 8 de Agosto de 
1985). Las medidas legislativas se han ido adaptando conforme han ido apareciendo 
nuevos contaminantes. Con la entrada de España en la Unión Europea (UE), se han 
adaptado diferentes medidas legislativas para equiparar nuestra legislación a la 
europea. El 23 de Octubre de 2000, se crea una nueva directiva llamada “Directiva 
Marco de Agua”8, en la que se establece un marco comunitario de actuación en el 
ámbito de la política de aguas (aguas continentales, de transición, costaneras y 
subterráneas) con el objetivo de reducir progresivamente la contaminación así como 
minimizar el vertido de sustancias peligrosas prioritarias, promover su uso sostenible y 
proteger el medio ambiente para mejorar el estado de los ecosistemas acuáticos y 
minimizar efectos de inundaciones y sequías8. Esta directiva presta especial interés al 
control de 33 sustancias prioritarias recogidas en una lista dinámica9, la cual se revisa 
cada 4 años y en la que se han ido incorporando nuevos compuestos, asi como 
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aspectos biológicos e hidromorfológicos que permiten diagnosticar la calidad del agua. 
En definitiva, esta directiva ha sido establecida para fijar niveles máximos de 
concentración en aguas superficiales. Como complemento a esta Directiva, el 12 de 
Diciembre de 2006 se adoptó la Directiva 2006/118/CE a nivel europeo aplicable a la 
contaminación y deterioro de aguas subterráneas, la cual modifica a la Directiva Marco 
de Agua8 y en la que se incluyen concentraciones máximas admisibles en aguas 
superficiales y biota. La legislación española, establece un Real Decreto 140/2003 
como complemento a la Directiva Marco del Agua en él que se fijan parámetros 
sanitarios de la calidad del agua de consumo humano. Estos parámetros incluyen 
determinación de metales, metales pesados, compuestos orgánicos e inorgánicos 
como hidrocarburos policíclicos aromáticos (PAHs), nitritos, contenido de herbicidas y 
algunos contaminantes emergentes como los (polibromo) difeniléteres y 
fluorosurfactantes como el ácido perfluorooctanosulfónico, entre otros, que 
constituyen un riesgo importante para la salud  y/o del medio ambiente10. 
 
El estudio de los contaminantes emergentes está entre las líneas principales de los 
Organismos públicos como la Organización Mundial de la Salud (OMS), la Agencia para 
la Protección del Medio Ambiente (EPA) o la Comisión Europea10. Debido a estos 
estudios, han comenzado a conocerse los efectos que pueden llegar a producir los ECs, 
como es el caso de algunos fármacos ampliamente utilizados como son los 
antidepresivos, los cuales pueden ocasionar un riesgo para la fauna acuática, alterando 
los patrones de comportamiento normales en vertebrados e invertebrados, 
reducciones en la velocidad de nado e impactos asociados a la eficiencia en la 
alimentación en peces11. O como los antiinflamatorios no esteroideos (NSAIDs), que en 
estudios recientes se ha demostrado su capacidad para producir alteración endocrina 
en el sistema tiroideo en vertebrados12. Si bien todavía, no se dispone de información 
suficiente para evaluar en su totalidad los efectos ecotoxicológicos que ocasionan los 
ECs12. La preocupación por el estudio de los contaminantes emergentes es tal que en 
la última corrección aprobada por la Comisión Europea sobre la Directiva Marco de 
Agua8 se ha incluido una lista con nuevos límites para algunos ECs como hormonas 
(estrona, estradiol y etiniltradiol) diclofenaco, butilhidroxitolueno, 2-etilhexil 4-
metoxicinamato, antibióticos macrólidos y pesticidas13. 
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Los contaminantes emergentes más estudiados y que presentan una mayor atención 
en base a la escasez de datos ambientales y ecotoxicológicos, amplio uso y 
consecuencias para el medio ambiente son los siguientes: 
 
 Retardantes de llama bromados 
 Cloroalcanos 
 Pesticidas polares 
 Compuestos perfluorados 
 Fármacos 
 Drogas de abuso 
 Metabolitos y/o productos de degradación de los compuestos descritos 
anteriormente.  
 
En esta tesis Doctoral, se han desarrollado las metodologías analíticas adecuadas para 
determinar tres grandes grupos de contaminantes emergentes pertenecientes todos 
ellos a la familia de los fármacos:  
 
 reguladores lipídicos: cuyo compuesto principal es el ácido clofíbrico. 
 Antiinflamatorios no esteroideos (NSAIDs): ibuprofeno, diclofenaco y 
naproxeno.  
 Antidepresivos inhibidores selectivos de la recaptación de serotonina (SSRIs) 
entre los que se han seleccionado fluoxetina, sertralina, citalopram y 
paroxetina y sus principales productos de degradación (norfluoxetina, 
norsertralina y desmetilcitalopram).  
 
Las metodologías analíticas desarrolladas se han utilizado para evaluar el potencial de 
bioacumulación de estos compuestos y sus metabolitos en larvas de pez cebra usando 
un método alternativo a la guía OECD 305. Además, los procedimientos desarrollados 
se han aplicado a la determinación de los mismos en muestras de productos 
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I.2. FÁRMACOS DE INTERÉS 
 
I.2.1. Reguladores lipídicos 
 
I.2.1.a. Definición y usos 
 
El ácido clofíbrico es considerado el principio activo de los reguladores lipídicos más 
utilizados: clofibrato, etofibrato y etofilinclofibrato, cuya función es reducir los niveles 
de triglicéridos en sangre en casos de pacientes con hiperlipidemia.  
 
Los fibratos son compuestos derivados de ácidos ariloxicarboxílicos cuya función es 
actuar en procesos de hipercolesterolemia. El compuesto más conocido de la familia 
de los reguladores lipídicos son los clofibratos, un profármaco del ácido clofíbrico 
(Figura I.2.), que es prácticamente inadsorbible por vía oral, lo que pone de manifiesto 
el empleo de ésteres (etofibrato, ronafibrato) como profármacos para mejorar la 








Figura I.2. Metabolismo de degradación de los fibratos a ácido clofíbrico. 
 
El ácido clofíbrico es el metabolito biológicamente activo del clofibrato. Presenta un 
perfil farmacológico complejo ya que se encarga de inhibir la enzima HMG-CoA 
reductasa (enzima que controla la vía metabólica que produce colesterol), al igual que 
las estatinas, y, además, es importante en la movilización de colesterol desde los 
tejidos extrahepáticos hacia la bilis y las heces. También contribuye al aumento del 
catabolismo de lipoproteínas de tipo VLDL. El ácido clofíbrico presenta efectos 
secundarios como la inhibición de la agregación plaquetaria que proviene del bloqueo 
de la biosíntesis de prostaglandinas14. 
Clofibrato Ácido clofíbrico 
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Se caracteriza por ser resistente a la biodegradación microbiana lo que hace que sea 
encontrado en aguas abiertas15. Además, este compuesto es resistente a la 
degradación por tecnologías tradicionales de las plantas de tratamiento de aguas como 
la adsorción, filtración/coagulación, tratamientos biológicos y cloración lo que hace 
que sean detectados frecuentemente en efluentes de aguas residuales e incluso aguas 
de bebida a niveles de ng·L-1 – g·L-1 16.  
 
Dado su amplio uso, este compuesto ha presentado un interés notable desde el punto 
de vista analítico y ecotoxicológico debido a su elevada persistencia y su potencial 
impacto en el medio ambiente. Sin embargo, su biodegradabilidad y ecotoxicidad, es 
desconocida, lo que ha conllevado a estudiar posibles rutas de biodegradación para 
determinar metabolitos, elucidar la ruta metabólica y entender si los organismos 
autótrofos y heterótrofos son los responsables de esta degradación. Estudios de otros 
investigadores han recogido los principales metabolitos producidos durante la 
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I.2.1.b. Estructura y propiedades físico-químicas 
 
El ácido clofíbrico, presenta una estructura sencilla basada en un anillo bencénico y un 
grupo ácido17. Su estructura se recoge en la Figura I.4. 
 
 
Figura I.4. Estructura del regulador lipídico estudiado, ácido clofíbrico (CFB). 
 
Las propiedades físico-químicas de este fármaco se resumen en la Tabla I.1. Es un 
compuesto hidrofílico y, por lo tanto, polar (log Kow = 2.57), de naturaleza ácida, con 
valor de pKa bajo, por lo que se encontrará en su forma neutra a valores de pH > 3. En 
relación a su solubilidad, el ácido clofíbrico es soluble en agua con un potencial de 
bioacumulación bajo (Log Kow < 3). 
 
Tabla I.1. Propiedades físico-químicas del ácido clofíbrico15,18,19. 


















3.37 2.847 -1.01 89 
 
 
I.2.2. Antiinflamatorios no esteroideos (NSAIDs) 
 
I.2.2.a. Definición y usos 
 
Existen varias clases de antiinflamatorios (AIDs): antagonistas de la bradiquinina y la 
calidina, antihistaminas, no esteroideos (NSAIDs) y  corticosteroides que difieren en 
función de su acción hacia mediadores bioquímicos que se liberan en el proceso de 
inflamación y propagan la respuesta inflamatoria como péptidos, histamina, 
serotonina, citoquinas, eicosanoides y factor activador de plaquetas20. Los 
antiinflamatorios no esteroideos, conocidos como NSAIDs, son una familia de 
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compuestos con propiedades analgésicas y antipiréticas ampliamente administrados 
en humanos y en veterinaria como complemento al tratamiento antibiótico. Estos 
compuestos tienen un mecanismo de acción común basado en la inhibición del ácido 
araquidónico si bien, muchos de ellos, no están relacionados químicamente20-21. Su uso 
prolongado produce ulceración gástrointestinal acompañada, en algunas ocasiones, de 
anemia y trastornos en la función plaquetaria. Los NSAIDs pueden incorporarse a la 
cadena alimentaria y producir efectos perjudiciales en el ser humano,  por lo que la 
Unión Europea (EU), a través del Reglamento 2377/9022, ha fijado los valores máximos 
permitidos en muestras alimentarias (MRL) y ha prohibido su uso en animales 
productores destinados a consumo. De acuerdo a esta normativa, sólo cinco 
compuestos NSAIDs han sido permitidos y establecidos los valores de MRL ácido 
tolfenámico, meloxicam, flunixina, metamizol y carprofen, siendo el uso de este último 
permitido sin tener asociado un MRL20. 
 
En las últimas décadas, la Unión Europea, la U.S. Food and Drug Administration y otros 
organismos han ido introduciendo nuevos requerimientos para establecer el riesgo 
medioambiental como requisito previo para obtener una autorización de 
comercialización de nuevos productos con fines medicinales. En Junio de 2010, la 
Unión Europea publicó una lista con 19 posibles nuevas sustancias prioritarias, entre 
las que se encuentra el ibuprofeno23. Además, se considera la posibilidad de establecer 
límites a estos medicamentos por su elevada persistencia y presencia en los sistemas 
acuáticos. Además, dado el amplio uso de los NSAIDs en seres humanos y en animales, 
la aparición y los efectos adversos que producen en organismos acuáticos ha llevado 
en los últimos años a ser incluidos, algunos de ellos, en una lista prioritaria de 
sustancias que representan un riesgo para el medio ambiente acuático propuesta por 
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I.2.2.b. Estructura y propiedades físico-químicas 
 
Los antiinflamatorios no esteroideos (NSAIDs) son un grupo de compuestos de 
composición química diversa y diferentes potenciales terapéuticos. Presentan tres 
características comunes: a) propiedades farmacológicas básicas idénticas, b) 
mecanismo de acción similar y c) efectos adversos similares.  
 
En esta Tesis se han seleccionado algunos de los NSAIDs más ampliamente usados: 
ibuprofeno, naproxeno y diclofenaco25.  
 












Figura I.5. Estructura de los antiinflamatorios no esteroides (NSAIDs) seleccionados: Ibuprofen (IBU), 
Diclofenaco (DC) y Naproxeno (CFB). 
 
 
En relación a sus propiedades físico-químicas, estos compuestos se caracterizan por 
tener carácter ácido. La mayoría de los NSAIDs son ácidos débiles con valores de pKa 
comprendidos entre 3.0 y 5.025, en su mayoría contienen grupos carboxílicos o 
enólicos,  lo que les confiere un carácter hidrofílico y lipofílico por la presencia de 
anillos aromáticos y grupos halogenados. Las propiedades físico-químicas de estos 
fármacos se resumen en la Tabla I.2. 
 
Diclofenaco (DC) 
Ibuprofeno (IBU) Naproxeno (NP) 
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Tabla I.2. Propiedades físico-químicas de NSAIDs estudiados18, 19.  










Ibuprofeno IBU 15687-27-1 C13H18O2 
206.28 
g/mol 
4.9 3.79 1.47 173 
Diclofenaco DC 15307-79-6 C14H10Cl2NNaO2 
318.13 
g/mol 
4.0 4.51 0.96 6 
Naproxeno NP 22204-53-1 C14H14O3 
230.26 
g/mol 
4.2 3.10 0.76 560 
 
 
La clasificación de los NSAIDs está basada en  su estructura química, en relación a los 
grupos que contengan y se muestra  en la Tabla I.325: 
 
Tabla I.3. Clasificación de los NSAIDs en base a su estructura química25. 
CLASIFICACIÓN EJEMPLO 
Derivados de ácido salicílico Ácido acetilsalicílico, Salicilamida, Salicilato sódico 
Derivados de anilina y p-aminofenol Paracetamol 
Derivados de pirazolonas Fenilbutazona, Propifenazona 
Oxicamas Piroxicam, Meloxicam, Tenoxicam 
Derivados del ácido ariralcanoico Aceclofenac, Diclofenac 
Derivados del 2-arilpropiónico (Profenos) Flurbiprofeno, Ibuprofeno, Ketoprofeno, Naproxeno 
Ácidos N-Aril antranílico (Ácidos fenámicos) Ácido mefenámico, Ácido tolfenámico 
Derivados del ácido enólico - 
Coxibs Celcoxib, Rofecoxib, Etoricoxib, Parecoxib 
Derivados de naftilbutanona Nabumetona 
Sulfonamidas Nimesulida 
Derivados de la benzoxazina Nefopam 
 
La acción de la mayoría de los NSAIDs está basada en la inhibición no selectiva de la 
enzima ciclooxigenasa en sus dos formas (isoenzima ciclooxigenasa I, COX-1, e 
isoenzima ciclooxigenasa II, COX-2), cuya función es catalizar la formación del ácido 
araquidónico en endoperóxidos cíclicos, los cuales se transforman en prostaglandinas y 
en tromboxanos mediadores de la inflamación. Las prostaglandinas actúan como 
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I.2.3. Antidepresivos inhibidores de la recaptación de serotonina (SSRIs) 
 
I.2.3. a. Definición y usos 
 
La depresión es un desorden mental muy común entre la población que afecta 
aproximadamente a 121 millones de personas en todo el mundo, que según la 
Organización Mundial de la Salud (OMS) será la segunda enfermedad más importante 
desde el punto de vista mundial para el año 2020. La depresión es una enfermedad 
crónica que puede conducir al comportamiento suicida, en muchos casos, 
constituyendo el 50% de todos los casos de intentos de suicidio en el mundo 
occidental y el 25% de los pacientes con depresión grave intentan este desenlace en 
menor medida26. 
 
Entre 1960 y 1980, la depresión era tratada con antidepresivos tricíclicos, inhibidores 
de la monoaminooxidasa y litio. Los efectos secundarios, la toxicidad y las 
interacciones farmacológicas graves de estos compuestos, en combinación con los 
avances del conocimiento del sistema nervioso central han llevado a la introducción de 
varios antidepresivos nuevos (ADs), los cuales actúan más selectivamente en las rutas 
de la noradrenalina y/o serotonina. Dentro de los ADs de nueva generación, se 
encuentran las siguientes familias de antidepresivos: 
 
 Inhibidores de la recaptación de la serotonina (SSRI), entre los que se 
encuentran la fluoxetina, fluvoxamina, sertralina, paroxetina y citalopram.  
 Inhibidores selectivos de la recaptación de noradrenalina (NRI), entre los que se 
encuentran reboxetina, viloxazina y maprotilina. 
 Inhibidor selectivo de la serotonina y la recaptación de noradrenalina (IRSN): en 
esta familia se encuentra la venlafaxina.  
 Antidepresivos noradrenérgicos y serotoninérgicos específicos (NSSA): dentro 
de este grupo se encuentra mirtazapina y mianserina 
 Compuestos antagonistas de la serotonina e inhibidor de la recaptación, 
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Presentan numerosos efectos secundarios y pueden tener un efecto terapéutico 
retardado. Además, dado que hoy en día, la medicación psiquiátrica se prescribe en 
numerosas combinaciones, hay mayor probabilidad de que se produzcan interacciones 
entre medicamentos26. Tanto el compuesto parental como los metabolitos activos 
deben determinarse, ya que estos últimos contribuyen tanto al efecto terapéutico 
como al tóxico. Además, la presencia de metabolitos proporciona información 
adicional sobre el momento de la ingestión y la capacidad metabólica27. En toxicología 
forense, la sangre es la matriz postmortem principal, ya que proporciona un vínculo 
directo entre la concentración del compuesto y el efecto que produce. El tejido 
cerebral tiene ciertas ventajas sobre las muestras de sangre. Es un compartimento 
aislado en el que se puede retrasar la putrefacción. Además, la actividad metabólica es 
menor dando como resultado una mayor presencia de los compuestos originales en 
comparación con sus productos de degradación. El análisis del cabello proporciona 
información complementaria, ya que permite conocer si la ingesta se ha producido en 
un período de tiempo más largo, de varios meses28. Hay estudios en peces que 
permiten identificar y conocer la concentración así como la distribución de fármacos 
antidepresivos entre los diferentes órganos (hígado, cerebro y músculo)29.  
 
Los medicamentos de nueva generación han reducido drásticamente los efectos 
secundarios y el riesgo de sobredosis, factores limitantes de la generación de 
antidepresivos anterior y una de las principales causas de muerte en pacientes con 
desórdenes mentales como la depresión. Actualmente, su toxicidad no es del todo 
conocida30. 
 
Al igual que otras familias de compuestos como los analgésicos, antibióticos, 
antiepilépticos, hormonas sintéticas y naturales, los antidepresivos han sido 
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I.2.3.b. Estructura y propiedades físico-químicas 
 
Los antidepresivos de nueva generación, conocidos como SSRIs son un grupo de 
compuestos de composición química diversa y diferentes potenciales terapéuticos. Las 

























Figura I.6. Estructura de los antidepresivos inhibidores de la recaptación de la serotonina (SSRIs) 
seleccionados: Fluoxetina (FLX), Norfluoxetina (NFLX), Sertralina (SER), Norsertralina (NSER), 
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Los SSRIs son estructuralmente distintos y presentan diferencias en relación a sus 
perfiles farmacocinéticos y farmacodinámicos. La sertralina y la paroxetina son los 
SSRIs de mayor potencial de inhibición de la recaptación. En el caso del citalopram y la 
fluoxetina, son mezclas racémicas de formas quirales con diferentes perfiles 
farmacocinéticos y farmacodinámicos. En el caso de la fluoxetina, cuyo principal 
metabolito es la norfluoxetina, es de acción prolongada y activo farmacológicamente. 
También se diferencian en su tiempo de vida media y en su potencial para inhibir la 
isoenzima metabolizante del fármaco, el citocromo P450 (CYP)31. Las propiedades 
físico-químicas de estos fármacos se resumen en la Tabla I.4. 
 
Tabla I.4. Propiedades físico-químicas de SSRIs estudiados32. 








Fluoxetina FLX 56296-78-7 C17H18F3NO·HCl 
345.79 
g/mol 
10.1 4.65 0.7 
Norfluoxetina NFLX 57226-68-3 C16H16F3NO·HCl 
331.76 
g/mol 
9.05 2.05 - 
Sertralina SER 79559-97-0 C17H17NCl2·HCl 
342.69 
g/mol 
9.48 2.18 0.12 
Norsertralina NSER 91797-57-8 C16H16Cl3N 
328.66 
g/mol 
- - - 
Citalopram CIT 59729-32-7 C20H21FN2O·HBr 
405.30 
g/mol 
9.5 3.74 3.9 
Desmethylcitalopram DCIT 114025-14-9 C19H19FN2O·HCl 
346.83 
g/mol 
- - - 
Paroxetina PAR 110429-35-1 C19H20FNO3·HCl·H2O 
374.73 
g/mol 
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I.3. DISTRIBUCIÓN DE RESIDUOS FARMACÉUTICOS EN EL MEDIO AMBIENTE 
 
Los fármacos constituyen un grupo de compuestos ampliamente consumidos desde el 
punto de vista medicinal para tratar enfermedades en humanos y animales lo que ha 
conllevado a alcanzar cifras de ventas de US$602 billones en el año 200833. Múltiples 
estudios contemplan un número aproximado de fármacos que están siendo preescritos 
para uso humano y veterinario en países desarrollados. A escala global, se han llegado a 
encontrar hasta 10000 compuestos farmacéuticos reportados en US y 4000 compuestos 
para Europa34. 
 
Como consecuencia del incremento en el consumo de fármacos, el vertido al medio 
ambiente aumenta proporcionalmente. Esto hace que, en las últimas dos décadas, se 
hayan detectado diversos residuos farmacéuticos de prescripción médica o de venta libre 
en aguas de efluentes de aguas residuales (WWTW), aguas superficiales y subterráneas e, 
incluso, se han dado casos de haber sido detectados en suministros de agua33.  
 
En la actualidad, existen escasos programas de seguimiento sistemático y estudios 
completos que evalúen el riesgo potencial de la exposición humana a concentraciones 
muy bajas de productos farmacéuticos así como a sus metabolitos presentes en aguas, 
fundamentalmente, potables. Sin embargo, en el ámbito de la literatura científica, 
pueden encontrarse diversos artículos publicados en donde se exponen métodos de 
detección que permiten evaluar los riesgos para la salud humana derivados de una 
exposición continua a estos residuos farmacéuticos basándose en la dosis mínima 
efectiva7.  
 
Sin embargo, dado el amplio número de fármacos prescritos, a partir de los datos de 
monitorización y efectos ecotoxicológicos, los investigadores pueden llegar a identificar 
los compuestos químicos de mayor preocupación y aparición y, así, evaluar los riesgos 
ambientales, de salud humana, monitorización y normativa regulatoria34. La primera 
detección de fármacos en aguas residuales tratadas tuvo lugar en US en 1976, seguido de 
UK en 1981, en donde fueron detectados 25 fármacos en aguas de río en concentraciones 
inferiores a 1 µg·L-1. Otras publicaciones muestran la presencia de residuos farmacéuticos 
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en otros compartimentos medioambientales como estiércol, plantas acuáticas, 
sedimentos y ambientes costeros. Además, los compuestos destinados a aplicaciones 
veterinarias también constituyen una fuente de contaminación importante. Estudios 
bibliográficos muestran a los antiinflamatorios y los analgésicos como los grupos de 
fármacos más frecuentemente detectados en el medio acuático, entre los que se 
encuentran: sulfametoxazol, diclofenaco, trimetoprim, ibuprofeno, naproxeno, 
paracetamol (acetaminofeno) y, ketoprofeno. Otro grupo de fármacos, como los 
fármacos destinados a tratamiento psiquiátrico, es recogido por varios investigadores32, 
35-37. Concretamente, la carbamazepina, es el segundo compuesto más frecuentemente 
detectado y cuantificado en aguas de Europa, mientras que diazepan, venlafaxina, 
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I.4. NORMATIVA REACH 
 
Existen unos 30 millones de sustancias químicas diferentes que comprenden una 
producción mundial de 400 millones de toneladas y un valor de 1.641 billones de euros38. 
Concretamente en Europa, el mayor productor del mundo (34% de la producción), se 
comercializan 150.000 sustancias diferentes, de las cuales se estima que 30.000 sean de 
uso común. En relación a datos toxicológicos y ecotoxicológicos, se conocen 
características de unas 25.000 sustancias y solo se ha llevado a cabo las evaluaciones de 
riesgo en un 0.7% de las sustancias presentes en el ámbito europeo.  
 
La Tabla I.5. muestra el daño ocasionado por la exposición prolongada a sustancias 
toxicas en España. 
 
Tabla I.5. Daño ocasionado por exposición prolongada a sustancias tóxicas en España39. 
Defunciones por la exposición a agentes cancerígenos en los puestos de trabajo por la exposición 
prolongada a largo plazo (Entre 2.000 y 9.000 trabajadores en España y 74.000 casos en Europa) 
5.130 trabajadores contraen asma, 8.550 personas con enfermedad pulmonar obstructiva y 6.840 
personas presentan un diagnóstico de dermatitis ocasionado por la exposición laboral a sustancias 
peligrosas. 
El número de defunciones por enfermedades relacionadas por problemas medioambientales se ha 
triplicado de 1980 a 2004. 
El asma afecta al 10% de la población infantil española. 
El cáncer infantil (relacionado con factores ambientales en un 98% de los casos) aumenta un 1% cada 
año por lo que 900 casos nuevos son detectados anualmente.  
Problemas de neurodesarrollo infantil (provocado por la exposición a tóxicos) está alcanzando cifras 
como: el 5-10% de los niños escolarizados presentan problemas de aprendizaje, el 17% tiene 
problemas de atención con hiperactividad y un 1% de los niños sufren retraso mental. 
 
La normativa REACH entró en vigor el 1 de junio de 2007 según el Reglamento (CE) nº 
1907/2006, estableciendo una nueva normativa de Registro de Productos Químicos40. 
Esta norma establece un nuevo marco para la gestión y control del riesgo químico y bajo 
el acrónimo de Registro, Evaluación, Autorización y Restricción de sustancias y mezclas 
químicas, se instaura con el objetivo principal de proteger la salud humana y el medio 
ambiente frente al riesgo que conlleva la fabricación, comercialización y uso de sustancias 
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y mezclas químicas por parte de fabricantes, importadores y usuarios. Para cumplir con 
esta normativa, las empresas deben identificar y gestionar todos los riesgos que pueden 
ocasionar las sustancias que utilizan en sus fabricaciones y comercializaciones en la Unión 
Europea y, para ello, se debe cumplir con los siguientes procesos41: 
 
 Registro: toda sustancia fabricada/importada en cantidades iguales o superiores a 
1 tonelada/anual debe ser registrada. 
 Evaluación: deben evaluarse todos los riesgos de aquellas sustancias que puedan 
suponer un riesgo para la salud humana y el medio ambiente y, en función de ello, 
establecer las prioridades. 
 Autorización: debe solicitarse una autorización de uso para toda aquella sustancia 
altamente peligrosa conforme al Reglamento REACH. 
 Restricción: aquellos usos que supongan un riesgo inaceptable para la salud  
 
El REACH propone el término de “sustitución” para aquellas sustancias más peligrosas 
(aproximadamente 2000 compuestos) que deberían desaparecer del mercado si existe 
una alternativa segura, promoviendo, a su vez, la innovación y competitividad de la 
industria. 
 
El cumplimiento de la Normativa REACH está basado en diferentes procedimientos 
aplicables en función de la peligrosidad de la sustancia usada, del volumen de fabricación 
y de la cantidad utilizada (mayor de 10 Tm/año)42. Además, hay que tener en cuenta, el 
tipo de sustancia a tratar: sustancia altamente preocupante, sustancias sujetas a 
autorización y sustancias con restricciones. Estas sustancias se clasifican en: tóxicas, 
persistentes y bioacumulables, carcinógenas, mutágenas y tóxicas para la reproducción; 
disruptores endocrinos y sensibilizantes. 
 
Acorde a la lista de sustancias sujetas a autorización, resulta necesaria la evaluación del 
riesgo potencial que presenta cada una de ellas para la salud y el medioambiente. Para 
ello, es necesario considerar parámetros importantes como la ecotoxicidad, movilidad, 
persistencia, degradabilidad, potencial de bioacumulación y toxicidad acuática, entre 
otras propiedades. En concreto, esta normativa considera que una de las características 
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más influyentes en el riesgo medioambiental es el potencial de bioacumulación de 
cualquier sustancia química por un organismo ya que, en función de la exposición a la que 
esté sometido y los efectos adversos que provoque, se puede llegar a valorar y establecer 









La bioconcentración, bioacumulación y biomagnificación son las tres medidas de la 
acumulación de un compuesto químico en organismo vivo desde su ambiente de vida, 
pero son fenómenos distintos. El criterio que permite determinar la bioacumulación de 
un compuesto químico viene dado por su biomagnificación y la bioconcentración44. 
Vamos a definir cada uno de estos procesos, así como la manera de calcularlas. 
 
 Bioacumulación (BAF): es el proceso mediante el cual una sustancia química es 
absorbida en un organismo a través de todas las rutas de exposición, de la misma 
manera que ocurre de manera natural en el medio ambiente. Constituye el 
resultado neto entre la absorción química en el organismo a través de la superficie 
respiratoria y de la dieta y su eliminación a través del intercambio respiratorio, 
ingesta fecal, biotransformación metabólica del compuesto parental y su dilución 
asociada al crecimiento del organismo. La Figura I.7. esquematiza las principales 








Estos procesos competitivos biológicos de captación y eliminación que dan como 
resultado la bioacumulación pueden representarse matemáticamente mediante 
un modelo de dos compartimentos organismo-agua como el recogido en la 
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ecuación 1, en el que se considera que el organismo es un compartimento único 




= (𝑘1 · 𝐶𝑤 + 𝑘𝐷 · 𝐶𝐷) − (𝑘2 + 𝑘𝐸 + 𝑘𝑀 + 𝑘𝐺) · 𝐶𝑓  (Ecuación 1) 
 
Donde Cf es la concentración del compuesto químico en el organismo (g·kg−1), t es 
la unidad de tiempo (d−1), k1 es la constante de acumulación a través de la 
respiración (L·kg−1·d−1), kD es la constante de acumulación a través de la dieta 
(kg·kg−1·d−1), Cw (g·L−1) y CD (g·kg−1) son las concentraciones del compuesto 
estudiado en el agua y en la dieta respectivamente, y k2, kE, kM, kG son las 
constantes de eliminación (d−1) a través de la respiración, fecal, biotransformación 
metabólica y dilución por el crecimiento respectivamente.  
 
El grado en que se produce la bioacumulación se puede expresar como un factor 
de bioacumulación (BAF) y en estado estacionario, es decir cuando no se modifica 
la concentración del compuesto en el organismo (dCf/dt = 0), el BAF se puede 










            (Ecuación 2) 
 
Experimentalmente, se determina en el estado de equilibrio (estacionario), 
cuando la concentración en el organismo y en el medio ambiente es constante. El 
problema de la determinación experimental del factor de bioacumulación es que 
no es fácil el cálculo de la concentración del medio ambiente, porque 
normalmente, si se utilizan peces, es la suma de la concentración en el agua y la 
concentración en la dieta, que tienen unidades diferentes. Más complicado 
todavía si se plantean experimentos con animales terrestres, que el medio 
ambiente es el aire que le rodea. Por esta importante limitación se ha optado por 
definir el término bioconcentración y el cálculo del BCF en peces como valor válido 
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 Bioconcentración: es el proceso por el cual una sustancia química es absorbida por 
un organismo del ambiente a través de la superficie respiratoria y dérmica, sin 
considerar la exposición a través de la ingesta de alimentos. Se ha desarrollado 
para su aplicación en peces. Así de una manera similar a la bioacumulación, 




= (𝑘1 · 𝐶𝑤) − (𝑘2 + 𝑘𝐸 + 𝑘𝑀 + 𝑘𝐺) · 𝐶𝑓  (Ecuación 3) 
 
y en el estado estacionario puede venir expresado como el factor de 
bioconcentración (BCF) recogido en la ecuación 4 y se mide en condiciones de 
laboratorio controladas, sin incluir la ingesta dietética del producto de interés, 
determinando experimentalmente la concentración en los peces (CB) y la 





     (Ecuación 4) 
 
El valor de BCF puede expresarse en función de peso húmedo, peso seco o en base 
al contenido lipídico. 
 
 Biomagnificación: es el proceso mediante el cual la actividad termodinámica de la 
sustancia química en un organismo supera al de la ingesta a través de la dieta. La 
Figura I.8. corresponde con la representación adaptada del concepto de 









Figura I.8. Representación adaptada del término biomagnificación en la cadena trófica45. 
 
Se expresa mediante un factor de biomagnificación (BMF) establecido como la 
relación entre la concentración de un compuesto químico en un organismo y la 
concentración establecida en su dieta, que normalmente es un organismo inferior 
de la cadena trófica (ecuación 5). 
 
    𝐵𝑀𝐹 (𝑆𝑆) =  
𝐶𝑓
Cd
        (Ecuación 5) 
 
Cuando no hay datos experimentales sobre la bioacumulación de una sustancia, la 
primera decisión en cuanto a su clasificación en la escala de bioacumulación se toma a 
través de herramientas que relacionan la estructura del compuesto con su actividad 
(Quantitative Structure-Activity Relationships –QSARs). Tradicionalmente, para la 
bioacumulación se ha utilizado el valor del coeficiente de partición octanol-agua (Kow)46. 
Este parámetro viene dado por las propiedades intrínsecas de cada compuesto químico 
que le confiere el carácter lipofílico e hidrofóbico de un compuesto químico y 
determinará su forma de distribuirse entre la fase acuosa y la orgánica desde el punto de 
vista termodinámico. Se ha establecido el criterio que para valores de log Kow > 4.5 se 
considera que la sustancia es potencialmente bioacumulable y donde valores de log Kow> 
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6 corresponden con compuestos químicos muy hidrófobicos y su capacidad de 
acumulación en el organismo es muy alta44. 
 
El 49% de los compuestos químicos registrados bajo la normativa REACH no están en su 
estado neutro y, muchos de ellos, se encuentran en su forma cargada y como moléculas 
ionizadas47. Los métodos disponibles para la cuantificación y la evaluación del potencial 
de bioacumulación de los productos químicos no parecen ser apropiados para los 
compuestos orgánicos ionizados. Un estudio reciente sobre el cumplimiento de los 
expedientes de registro (por encima de 1000 t/a) con respecto a los requisitos de datos 
de 1932 expedientes del REACH48 ha revelado que para aproximadamente el 18% de las 
sustancias registradas, los datos de bioacumulación calculados no eran válidos y fueron 
rechazados, principalmente porque las sustancias orgánicas estaban ionizadas o eran 
hidrolíticamente inestables. No está claro si este rechazo está justificado, ya que faltan 
criterios claros para este tipo de moléculas, ya que el conocimiento adquirido en torno a 
la descripción de los compuestos neutros no puede transferirse uno a uno a la descripción 
de los compuestos cargados y, considerando la escasez de datos fisicoquímicos, los 
modelos mecanísticos son de gran interés49. 
 
Uno de los métodos propuestos para la estimación del factor de bioacumulación en 
compuestos ionizados es el cálculo de Dow50, una corrección de Kow para la fracción neutra 
de los compuestos ionizados. Pero investigaciones recientes afirman que estos métodos 
son erróneos ya que el Dow depende enormemente de la concentración y tipo de 
contraión presentes a medida que un ión cambia de una fase a otra (agua-octanol)51. 
Dependiendo de la concentración de la sal, este parámetro, Dow, puede diferir en más de 
dos órdenes de magnitud. Concretamente, la salinidad y no el pH influyen en la 
bioconcentración de productos farmacéuticos de base débil como, por ejemplo, 
carbamazepina, diltiazem y difenhidramina52. Actualmente también se están 
desarrollando nuevos métodos para estimar el coeficiente de partición Kow entre agua y 
membranas como COSMOmic (COnductor-like Screening MOdel for MICells), basado en la 
química cuántica y la termodinámica de fluidos51, o la utilización de constantes de 
partición liposoma-agua46, pero la cantidad de datos de estas constantes son limitadas y 
son sensiblemente más complicados que la fácil comparación con el Kow. 
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Por tanto, es todavía muy necesaria la evaluación de la bioacumulación de estos 
compuestos de manera experimental. Aunque se está haciendo un gran esfuerzo para 
encontrar métodos QSAR que nos ayuden a estimar los valores de bioconcentraciones 
realistas y tomar decisiones correctas, es claro que para validar estas estrategias es 
necesario continuar generando datos experimentales reales que permitan comparar y 
refinar los métodos QSAR.  
 
Para evaluar los posibles efectos adversos que producen los compuestos químicos en los 
organismos acuáticos, se utilizan los bioensayos normalizados, denominados Guías de 
ensayo, los cuales permiten obtener medidas experimentales de la relación 
concentración-respuesta en base a un efecto provocado por los contaminantes 
evaluados. Estos ensayos con organismos acuáticos están regulados y permitidos por la 
comunidad científica internacional. Para la determinación la bioconcentración de un 
compuesto químico en peces se han propuesto varias guías de ensayo: la Guía 305 de la 
OCDE, la guía normalizada ASTM E 1022-94 de la American Society for Testing and 
Materials y la OPPTS 850.1730 de la US EPA (Agencia para la Protección del Medio 
Abiente de Estados Unidos), basados en el mismo criterio pero difieren, en las 
condiciones experimentales:  
 
a) el método de suministro del agua de ensayo (estático, semiestático o dinámico) 
b) el requisito de realizar un estudio de depuración 
c) el método matemático para calcular el BCF 
d) la frecuencia del muestreo: número de mediciones en agua y de muestras de 
peces 
e) la necesidad de medir el contenido en lípidos del pez 
f) la duración mínima de la fase de absorción 
 
De estas tres guías de ensayo, el método propuesto para la evaluación del potencial de 
bioacumulación por el Reglamento Europeo a través de la normativa REACH es el test de 
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I.6. GUIA OCDE 305: BIOCONCENTRACION EN PECES ADULTOS. 
 
La Guía de Ensayo 305 propuesta por la OCDE puede considerarse el procedimiento más 
ampliamente aceptado para la evaluación de los factores de bioconcentración (BCFs) en 
compuestos químicos. Esta guía propone un procedimiento normalizado que permite 
determinar el potencial de bioconcentración de cualquier sustancia química en peces 
expuestos a través del agua, a una concentración determinada de contaminante y bajo 
unas condiciones definidas de régimen de flujo. La guía propone la evaluación del 
contenido del contaminante químico en tejidos de peces expuestos a una solución que 
contiene el analito de interés a una concentración determinada. El tiempo de exposición 
se mantiene hasta 42 días (si no se alcanza el equilibrio antes) en condiciones 
medioambientales bien definidas (Temperatura de 26 ± 2°C, oxigeno ≥ 60%, 6 < pH < 8.5 y 
pH  ± 0.5). El proceso presenta dos fases bien diferenciadas: una fase de exposición al 
contaminante químico de interés, considerada como fase de absorción, y una fase de 
depuración o post-exposición, en la cual, los peces se transfieren a un medio exento del 
contaminante. Para determinar el potencial de bioacumulación, la concentración del 
contaminante en el pez se llevará a cabo en distintos tiempos de muestreo durante todas 
las fases del ensayo43, 54.  
 
Esta guía de ensayo propone que, para determinar el potencial de bioconcentración es 
necesario llevar a cabo el ensayo al menos, con dos niveles de concentración. Estas 
concentraciones son elegidas en base al valor del LC50 de cada sustancia (considerando el 
valor a las 96 horas), de tal manera que las concentraciones a las que se lleven a cabo los 
ensayos corresponderán con un 1% del valor del LC50 para la concentración más alta y 
0.1% para la concentración más baja, siempre que los métodos analíticos permitan su 
determinación. Además, es necesario llevar a cabo un ensayo paralelo en condiciones 
similares con la diferencia de que el grupo control estará expuesto a un medio en 
ausencia del analito de interés. Esta normativa indica la estimación aproximada del 
tiempo que debe durar la fase de absorción/exposición en un ensayo, la cual vendrá dada 
por el valor de Kow de cada sustancia a analizar y que suele durar 28 días 
aproximadamente si no se ha llegado al estado de equilibrio antes. En caso de no 
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alcanzarse el estado estacionario en ese tiempo, la duración de esta fase será ampliada 
hasta alcanzarse, momento en el que comenzará la fase de depuración.  
 
El factor de bioconcentración, como hemos visto en la ecuación 4, vendrá dado por el 
cociente de la concentración encontrada en el pez dividida entre la concentración del 
medio. En la revisión que la norma OCDE 305 que tuvo lugar en 2012 se hizo especial 
énfasis en la posibilidad del uso de ajustes toxicocinéticos utilizando modelos 
compartiméntales para el cálculo del BCF53. Un modelo monocompartiméntal se produce 
cuando un producto no es retenido por ningún tejido y no presenta afinidad con él, sino 
que se difunde por toda la masa corporal. Sin embargo cuando el producto se distribuye 
de forma no homogénea, más lentamente y concentrándose más en unos tejidos que en 
otros entonces debemos saber que hay dos o más compartimentos. Utilizando esta 
última suposición para el cuerpo del pez y teniendo en cuenta que las cinéticas de 
adsorción suelen ser de primer orden, la concentración que se encuentra en los peces 




= 𝑘1 ·  𝐶𝑤 − 𝑘2 ·  𝐶𝑓   𝐶𝑓 =
𝑘1
𝑘2
·  𝐶𝑤 (1 − 𝑒
−𝑘2𝑡)  (Ecuación 6) 
 
Donde Cf es la concentración del compuesto químico en el organismo (g·kg−1), t es la 
unidad de tiempo (d−1), k1 es la constante de acumulación a través de la respiración 
(L·kg−1·d−1), Cw (g·L−1) es la concentraciones del compuesto estudiado en el agua y k2 es la 
constante de eliminación (d−1). Cuando se alcanza el equilibrio, la ecuación 6 puede 





= 𝐵𝐶𝐹 =  
𝑘1
𝑘2
    (Ecuación 7) 
 
Este modelo se ha empleado ampliamente para calcular el BCF, pero a veces las cinéticas 
de primer orden no son adecuadas para ajustar los datos experimentales y deben 
emplearse modelos más complejos56-57. Por ejemplo, cuando la concentración de 
exposición del compuesto analizado es variable en el tiempo, se puede utilizar la forma 
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diferencial del modelo y los datos de exposición se establecen como una función 
escalonada con decaimiento de primer orden entre los tiempos de intercambio de la 



















f             (Ecuación 8) 
donde 0
wC  es la concentración del compuesto al comienzo de la exposición y  es la 
constante que recoge la disminución de la concentración del compuesto en la disolución 
de exposición58. 
La realización de los ensayos siguiendo la guía OCDE 305 implican el uso de más de 100 
peces adultos y requiere un gran trabajo analítico en cuanto a consumo de reactivos, 
tiempo y número de peces empleados para cada ensayo. Aunque las modificaciones de 
esta guía permiten reducir el número de peces bajo circunstancias específicas, cualquier 
alternativa a este método basado en experimentos in vivo resulta alentadora y 
prometedora. Estas alternativas, también se estimulan desde la regulación REACH, donde 
se anima a reducir el número de pruebas que involucran animales y desarrollar nuevos 
ensayos ecotoxicológicos basándose en el empleo de ensayos ausentes de animales como 
método alternativo. Así las alternativas que se han investigado en los últimos años han 
sido principalmente en estas dos líneas59-60: 
 
a) El empleo de modelos matemáticos con el objetivo de predecir una propiedad 
química o actividad biológica de una sustancia basada en sus propiedades físico-
químicas conocidas (QSAR). 
 




- 61 - 
 
I.7. PEZ CEBRA 
 
El pez cebra (Danio rerio o Brachydanio rerio) es un organismo modelo ampliamente 
utilizado en estudios de procesos biológicos de gran importancia ambiental y médica. Es 
una especie nativa que pertenece a la familia ciprinidae y proviene del sureste asiático, 
distribuyéndose desde las cuencas del Ganges y el Brahmaputra y las aguas dulces 
tropicales de las regiones monzónicas de la India, Bangladesh, Nepal, Pakistán, Bután, 
Tailandia y el norte de Myanmar61. Las ventajas que presenta frente a otros organismos 
son el pequeño tamaño (alcanzan 5 cm como  talla máxima), la facilidad de su crianza y 
mantenimiento de los ensayos, rápido desarrollo, el breve tiempo entre generaciones, su 
transparencia óptica en los estados tempranos de su desarrollo y su similitud genética 
con los seres humanos (aproximadamente 80%)62. La Figura I.9. muestra una imagen de 
un pez cebra (Danio rerio). 
 
 
Figura I.9. Imagen de pez cebra (Danio rerio). 
 
Esta especie vive en pequeños bancos formados de 5 a 20 individuos que se reproducen y 
desovan de forma asincrónica. Depositan sus huevos sobre el sustrato, que no son 
cuidados por los padres después del desove. La fecundación es externa y los huevos, en 
función de las condiciones ambientales, liberan larvas que nadan libremente después de 
cuatro a siete días de ser fecundados. De su ciclo de vida, únicamente se conocen datos 
de laboratorio en donde llegan a alcanzar los 5 años. En relación a su dieta, consumen 
una amplia variedad de crustáceos, gusanos y larvas de insectos La Tabla I.6. resume las 
características fisicoquímicas de su hábitat61. 
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Tabla I.6. Características físico-químicas del hábitat frecuente del pez cebra.  
pH ~ 8.0 
Dureza 100 mg/L CaCO3 
Salinidad 0.4 – 0.6 ppt 
Transparencia ~ > 35 cm 
Profundidad > 35 cm 
Temperatura del agua 16.5 a 33 oC 
Corriente Inmóvil a 0.1 m s -1 
Sustrato Barro, lodo, grava 
 
Todas estas características han resultado en un amplio uso de este modelo biológico para 
estudios de todo tipo, desde el empleo de peces cebra como herramientas para investigar 
mecanismos genéticos o fisiopatológicos de varios desórdenes neuropsiquiátricos como 
el transtorno por déficit de atención con hiperactividad (TDAH)63, el uso de peces de 
cebra para estudiar el genoma esquelético64, para estudiar trastornos metabólicos y del 
sistema nervioso central (SNC), así estudios con estos peces han demostrado que la 
diabetes mellitus (DM) altera las funciones y el comportamiento del cerebro en esta 
especie, y han permitido establecer la patogénesis del SNC relacionada con la DM en 
humanos65. También es muy importante su utilización en líneas de investigación 
relacionadas con la ecotoxicidad, para la determinación de los valores de toxicidad (LC50 y 
EC50) o el seguimiento de las anomalías del fenotipo en los peces expuestos66. 
 
Por otro lado, los embriones de pez cebra son pequeños y transparentes y las larvas 
eclosionan del corion a los 2 o 3 días después de la fertilización (dpf), y todos los órganos 
principales están bien desarrollados a los 5 dpf. Estas características determinan que la 
evaluación de su comportamiento puede llevarse a cabo durante un período corto de 
tiempo. Además los embriones de pez cebra (fase que comienza en la eclosión y termina 
con la natación libre y autoalimentación del organismo (equivalente a 120 h después de la 
fertilización a 28,5°C o 139.5 horas a 26°C) son considerados sistemas in vivo no 
protegidos de acuerdo al reglamento actual67-68. Estas características han hecho, que 
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I.8. MÉTODO ALTERNATIVO DEL ESTUDIO DE BIOACUMULACIÓN CON 
LARVAS DE PEZ CEBRA  
 
Como hemos visto, la utilización de embriones de pez cebra en los últimos años en el 
mundo de la biomedicina y del medio ambiente se ha multiplicado extraordinariamente. 
En esta línea, en el campo de los estudios ecotoxicológicos, ha sido un hito importante la 
aprobación por parte de la OCDE del método de medida de la toxicidad aguda utilizando 
embriones de pez cebra73. Durante más de cuatro años, del 2008 al 2012 el laboratorio de 
la Unión Europea para el estudio de métodos alternativos (the European Union Reference 
Laboratory for Alternatives to Animal Testing -EURL ECVAM) ha coordinado con 
diferentes laboratorios de referencia en la utilización del pez cebra, los estudios 
comparativos para poder adoptar esta guía como una alternativa importante a la 
utilización de peces adultos y la generación de datos de igual calidad y robustez74. 
Siguiendo esta misma línea de investigación, el grupo de investigación al que pertenezco 
viene testando la utilización de larvas de pez cebra como alternativa a la utilización de 
peces adultos para el cálculo de factores de bioconcentración43. Utilizando las mismas 
condiciones restrictivas del test OCDE 305 (Temperatura 26±2ºC, oxígeno disuelto ≥ 60% 
y pH 6-8.5, concentración de la sustancia a testar por debajo del 1% de su LC50 y estable 
durante todo el periodo del experimento, con una variación máxima del 20%, una 
concentración máxima de disolvente orgánico de 0.1 mL-1) se sustituye el periodo de 
acumulación por 48 horas en vez los 28 días indicados en el OECD 305 y 24 horas de 
depuración en vez de los 14 días indicados en el test original. Para cada compuesto a 
testar, se seleccionan manualmente 1000 embriones de pez cebra de 72 hpf y se 
disponen en tres tanques separados correspondientes a: (i) el tanque de control (con 
medios no contaminados); (ii) el tanque con el medio enriquecido en el nivel de 
concentración más bajo, y (iii) el tanque con el medio inyectado en el nivel de 
concentración más alto. Se toman muestras de las larvas a las 0, 2, 6, 21, 29, 45, 48 h de 
exposición para los experimentos de acumulación y 50, 54 y 72 h de exposición para los 
experimentos de depuración. En cada caso, se recogieron cuatro grupos de 20 
eleutheroembryos y cuatro muestras separadas de 2 mL de medio del control y los 
correspondientes tanques de exposición para la determinación del analito. Los 
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eleutheroembryos muestreados se enjuagan tres veces con agua desionizada para 
eliminar el compuesto (posible) sorbido en su superficie. La mortalidad de los 
eleutheroembryos se calculó al final de cada experimento y se mantiene por debajo del 
20%. Además de las mencionadas condiciones experimentales, la propuesta de test de 
bioacumulación alternativo hace uso de las ecuaciones compartamentales vistas 
anteriormente para la descripción del proceso de acumulación (ecuación 6 y 7) para 
ajustar los datos obtenidos experimentalmente y obtener el valor del factor de 
bioconcentración.  
Dicho modelo, siguiendo las recomendaciones de un panel de expertos en pruebas 
alternativas que estableció algunos principios rectores que deberían seguirse para 
seleccionar la lista de productos químicos para probar protocolos alternativos para 
pruebas de letalidad aguda75, se ha utilizado para el cálculo de factores de 
bioconcentración tanto de compuesto orgánicos43, 76, 77, 78, inorgánicos62, 80, o nuevos 
contaminantes emergentes como las nanopartículas81, 82, 83. 
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I.9. METODOLOGÍAS ANALÍTICAS  
 
La demanda de resultados analíticos aplicados a muestras reales y diversas con matrices 
complejas, así como la necesidad de llegar a valores de concentración del orden de g·L-1 
y ng·L-1 conlleva mejorar los métodos analíticos existentes y desarrollar procedimientos 
nuevos en términos de límites de detección menores, mejor reproducibilidad, precisión y 
optimización de las etapas del procedimiento analítico para obtener extractos más 
limpios y minimizar el efecto matriz asociado a las muestras84. 
 
Las técnicas analíticas utilizadas para la determinación de fármacos a nivel de trazas en 
muestras medioambientales han avanzado significativamente en los últimos años. Los 
grupos de fármacos analizados incluyen principalmente medicamentos psiquiátricos, 
antiinflamatorios, hormonas sintéticas y antibióticos. Se requiere una exhaustiva 
preparación de muestra seguido de técnicas de detección sensibles debido a las 
concentraciones tan bajas existentes en matrices medioambientes y biológicas85-87. 
Métodos como el QuEChERS88, la microextracción líquido-líquido dispersiva (DLLME)89,90, 
los líquidos iónicos90,91 o los métodos de extracción en fase sólida dispersiva (d-SPE)92 se 
están utilizando como métodos alternativos en la búsqueda de la mejora de resultados, lo 
que supone afrontar mayores desafíos analíticos dentro de la extracción de productos 
farmacéuticos en matrices complejas. 
 
El desarrollo de un método analítico implica una serie de etapas que se inicia con la 
preparación de la muestra y finaliza en la obtención de unos resultados. Los pasos 
intermedios están basados en las condiciones de almacenamiento de la muestra, 
acondicionamiento, preparación, aislamiento o extracción de los analitos así como su 
identificación y cuantificación. La fase de preparación de muestra siempre es la etapa más 
crítica y laboriosa ya que supone aproximadamente el 60% del análisis cuyo objetivo 
principal es extraer los analitos de interés para poder separarlos de la matriz o de otros 
componentes que pueden interferir en su determinación y cuantificación. La tendencia 
existente en la actualidad es la de minimizar la cantidad de solventes a utilizar en la etapa 
de extracción y reducir el tiempo de análisis para poder procesar mayor número de 
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muestras. Por ello, se han diseñado equipos o sistemas en donde se ha incorporado la 
miniaturización, automatización e incluso la robotización en algunos de los casos. En este 
ámbito, se emplean métodos como extracción en fase sólida, extracción con fluidos 
supercríticos, extracción asistida con microondas o extracción acelerada con solventes, 
entre otros. Estos métodos se acoplan a sistemas de detección como cromatografía de 
gases, cromatografía líquida de alta resolución, espectrofotómetros de absorción 
atómica, infrarrojos o electroforesis capilar, etc. Esta amplia gama de métodos de 
extracción así como sistemas de detección permite disponer de una gran capacidad de 
análisis en los laboratorios. Actualmente, es frecuente encontrar diferentes métodos de 
extracción y análisis acoplados para la cuantificación de los analitos en un mismo 
procedimiento. De todas las técnicas mencionadas, extracción en fase sólida (SPE) es la 
técnica más ampliamente utilizada para el aislamiento y concentración de analitos en 
matrices como alimentos ya que es compatible con cromatografía de gases (CG) y de 
líquidos (HPLC). El método de extracción en fase sólida consiste en hacer pasar una 
muestra diluida a través de un cartucho que contiene un relleno de un material que 
extrae el analito de interés de forma selectiva desechando así el resto de compuestos que 
pueden interferir en su análisis. Una de las ventajas que presenta es que, además del 
proceso de extracción con un disolvente orgánico, es capaz de preconcentrar el 
compuesto que se esté evaluando, lo que permite reducir los límites de detección y 
cuantificación del método desarrollado. La técnica de extracción en fase sólida puede 
llevarse a cabo mediante cartuchos, filtros o con fibras (ésta última conocida como 
microextracción en fase sólida, SPME). El gran potencial de la SPE y sus modalidades 
consiste en que el proceso puede ser automatizado en serie o en paralelo, permitiendo 
reducir tiempos y costes de análisis. Presenta gran versatilidad y aplicabilidad en 
diferentes áreas (farmacia, ambiente, forense, toxicología, química analítica), pero, 
fundamentalmente, en alimentos. 
 
Como ya se ha comentado anteriormente, una de las técnicas más comúnmente 
utilizadas es la extracción en fase sólida (SPE). Esta técnica es considerada por ser un 
método de extracción y limpieza a micro- y macroescala con gran capacidad para eliminar 
las interferencias asociadas a la muestra y que podría afectar a la determinación de los 
analitos. Incluye varias etapas y requieren tiempos de análisis elevados así como un 
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consumo de disolventes orgánicos importante en comparación con las técnicas modernas 
derivadas de la SPE. Annastasiades et al. propone una técnica de limpieza de muestras 
rápida y sencilla a aplicar en matrices alimentarias y medioambientales (frutas, verduras, 
suelos, sedimentos, aceites, suelos, etc.) conocida como extracción en fase sólida 
dispersiva (d-SPE). Está técnica mejorada sobre la SPE, está basada en la adición de un 
material sorbente a un extracto para eliminar las interferencias de la matriz, la cual se 
desecha posteriormente del extracto orgánico que contiene los analitos por 
centrifugación. De esta forma, d-SPE evita pasar el extracto a través de cartuchos o 
columnas de SPE, usando una cantidad de sorbente y solvente orgánico menor y 
reduciendo así costes y tiempo de trabajo. Está técnica de extracción en fase sólida 
dispersiva, se incluyó como una técnica novedosa de limpieza para la técnica QuEChERS 
(rápida, fácil, barata, efectiva, robusta y segura). Las principales ventajas de la extracción 
en fase sólida dispersiva son su simplicidad, reproducibilidad, bajo coste, velocidad y 
amplia aplicabilidad a diferentes tipos de muestras y analitos93. El DSPE ha sido aceptado 
y aplicado como técnica de extracción, aislamiento y limpieza de numerosos compuestos 
presentes en matrices completas como los fármacos de uso veterinario entre los que se 
cuentran los antiherlmínticos, benzimidazoles, nitroimidazoles, sulfonamidas, quinolonas, 
tetraciclinas, antiinflamatorios no esteroires y 2-antagonistas, los cuales están presentes 
en tejido animal, productos alimenticios, productos lácteos y aguas de bebida. 
Adicionalmente, la d-SPE ha sido acoplada a técnicas instrumentales para la 
determinación y cuantificación de estos compuestos en muestras alimentarias como 
electroforesis capilar acoplada a detección con diodo array o ultravioleta, espectrometría 
de masas, cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) acoplada a detección 
ultravioleta, fluorescencia acoplada a diodo array o bien cromatografía líquida acoplada a 
espectrometría de masas (MS/MS) o cromatografía líquida ultra-alta resolución (UHPLC) 
acoplada a espectrometría de masas mediante ionización con electrospray en modo 
negativo (ESI-MS/MS), MS/MS, DAD y fluorescencia94. 
 
Sin embargo, una de las etapas críticas en el método DSPE es la selección del sorbente 
adecuado en donde hay que considerar las características químicas y físicas que permitan 
conseguir una interacción máxima entre el sorbente y los analitos para obtener una 
extracción selectiva de los compuestos de interés, eliminación o preconcentración de los 
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analitos presentes en las matrices a evaluar. Los sorbentes empleados en d-SPE están 
basados en sílice modificada con varios grupos funcionales como PSA (N-
propiletilendiamina), C18 (octadecilo), C2 (etilsilano), aminopropilo (NH2). Los sorbentes a 
base de sílice son los más utilizados en el proceso de extracción de compuestos en un 
amplio rango de pH o en la eliminación de las interferencias presentres en la matriz 
alimenticia, tales como compuestos orgánicos, colorantes, lípidos y proteínas. Por otro 
lado, los sorbentes como Z-sep, se han empleado para mejorar la limpieza de muestras en 
matrices completas, mediante interacciónes de Lewis ácidas, o básicas, lo que permite 
eliminar el contenido graso y el color de los extractos de muestra de una manera más 
efectiva en comparación con el método tradicional de QuEChERs. Este tipo de sorbentes 
permite obtener análisis robustos e incluso podría reemplazar a los sorbentes 
convencionales en numerosas metodologías sin desarrollo de métodos adicionales. El uso 
de estos sorbentes se ha aplicado en el análisis de varios residuos de medicamentos. En 
los últimos años, para simplicar el pretratamiento de la muestra y minimizar el consumo 
de disolventes orgánicos, se han desarrollado y sintetizado varios sorbentes con mayor 
afinidad, selectividad y capacidad de retención. Estas alternativas en los procesos de 
extracción, aislamiento y limpieza se basan en el principio fundamental de la DSPE, la 
dispersión de un sorbente en una muestra en solución. Entre los sorbentes de nueva 
síntesis se encuentran los sorbentes con partículas magnéticas (constituyendo la 
extracción en fase sólida magnética), empleo de materiales carbonosos y los polímeros de 
impresión molecular (MIP), aplicados con éxito para la determinación de residuos de 
medicamentos94. 
 
El método QuEChERS (acrónimo de rápido, fácil, barato, efectivo, robusto y seguro) es 
una técnica que supone una alternativa viable al método tradicional de extracción en fase 
sólida o extracción líquido-líquido88. Este proceso implica dos etapas diferenciadas:  
 
1) Primera etapa: las muestras homogeneizadas se extraen con un disolvente 
orgánico o solución salina. 
2) La fase orgánica es extraída y se limpia con un sorbente adecuado usando una 
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Actualmente, los líquidos iónicos están siendo estudiados como alternativa ecológica a los 
solventes orgánicos tradicionales. Son líquidos viscosos, de elevada estabilidad térmica y 
baja presión de vapor, lo que le confiere propiedades características importantes. Son 
reutilizables y son considerados como reactivos eficientes en comparación con los 
solventes orgánicos volátiles95. Normalmente, están compuestos por un catión orgánico 
como tetraalquilamonio tetraalquilfosfonio o N-alquil o N, N-dialquilimidazolio y un anión 
poliatómico como hexafluoroborato, hexafluorofosfato, tetrafluoroacetato, trilafto o 
tliflimida96 y dado a que presenta polaridades únicas, son utilizados junto a los métodos 
convencionales como extracción líquido-líquido (LLE), sonda de ultrasonidos (UAE) u otros 
métodos97. Actualmente, los líquidos iónicos conjuntamente con métodos DLLME (IL-
DLLME) han conseguido reducir la cantidad de tiempo y cantidad de solvente orgánico 
requerido98. 
 
Algunos ejemplos de las técnicas para la determinación de fármacos en muestras 
medioambientales se resumen en Tabla I.7. Como se observa en la tabla, las técnicas de 
análisis cromatográfico acoplado a espectrometría de masas son las técnicas de 
separación y cuantificación más frecuentemente empleadas en la determinación de 
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Tabla I.7. Técnicas más empleadas para la determinación de NSAIDs, reguladores lipídicos Y SSRIs. 
Familia Tipo de muestra Procedimiento analítico Referencia 
NSAIDs 





Plasma de pescado LLE-LC-MS/MS [102] 
Agua residual QuEChERS-LC-MS/MS [88] 
Dreissena polymorpha LC–MS/MS [103] 
Agua de río SPE-GC–MS [104] 
Agua hospitalaria SPE-HPLC–MS/MS [105] 
Plasma de pescado LLE-LC-MS/MS [102] 
Agua de grifo y de río IL-DLLME-HPLC-DAD [90] 
Agua de Pearl Rivers  GC-NCI-MS [106] 
Crustáceos SPE-GC–MS/MS [107] 
Plasma de pescado LLE-LC-MS/MS [102] 
Orina 





Aguas residuales SPE-LC-QqLITMS [110] 
Pez cebra (Danio Rerio) SPE-LC–MS/MS [111] 
SSRIs 




Tejido de pescado [114] 
Agua  LC/ESI-MS/MS [115] 
Mejillones marinos SPE-LC-MSn [116] 
Leche materna HPLC-ESI-MS [117] 
Sangre LLE-GC-MS [118] 
Tejido de pescado SPE-PLE-LC-MS/MS [119] 
Agua SPME-GC-MS [120] 
Aguas residuales DLLMME-UHPLC-DAD [121] 
Productos nutracéuticos a 
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Dado el incremento notable del uso de compuestos farmacéuticos a nivel mundial en las 
últimas décadas y la creciente preocupación en la comunidad científica, a nivel 
regulatorio y en la población por el posible impacto potencial y riesgo en los seres 
humanos y el medioambiente, ha conllevado a desarrollar metodologías analíticas que 
permitan la determinación de los contaminantes químicos a nivel de trazas (ng·L-1 – g· L-
1). Cuantificar estos niveles de concentración tan bajos ha sido posible por los últimos 
desarrollos recientes en análisis instrumental, el cual ha permitido detectar una serie de 
sustancias químicas en muestras medioambientales, biológicas y alimentarias en 
concentraciones muy pequeñas. Estos compuestos químicos, conocidos como 
contaminantes emergentes (ECs), son usados en nuestra rutina diaria, como los 
compuestos farmacéuticos y productos de higiene personal, los cuales son introducidos 
en el medio de forma continua122. La mayoría de ellos son persistentes y, por ello, 
presentan un riesgo potencial para la salud pública y los ecosistemas. De acuerdo a estas 
premisas y a lo expuesto en la introducción de la presente Tesis, resulta muy importante 
el desarrollo de nuevas metodologías que permitan determinar mayor número de 
residuos farmacéuticos de amplio uso para determinar en profundidad el efecto y el 
riesgo que ocasionan en un amplio espectro de muestras.  
 
Las muestras tratadas en esta Tesis presentan una complejidad añadida, en base al 
tamaño de la muestra (10-100 mg) y, además, por el contenido lipídico que presentan. 
Por tanto, el principal desafío que implican las investigaciones llevadas a cabo en torno a 
los contaminantes emergentes es de disponer de herramientas instrumentales y 
metodologías analíticas necesarias que permitan identificar y conocer las concentraciones 
en las que se encuentran en los diferentes ecosistemas. Además, dado el número tan 
elevado de contaminantes emergentes, los métodos de análisis a desarrollar deben 
extenderse al grupo de compuestos o familias a las que pertenecen. Estas familias están 
clasificadas en base a la similitud en su estructura química o en función de sus 
aplicaciones. 
 
En esta Tesis Doctoral se han estudiado tres familias de contaminantes emergentes de 
amplio uso: reguladores lipídicos (ácido clofíbrico, CFB), antiinflamatorios no esteroides 
(diclofenaco, naproxeno e ibuprofeno, NSAIDs) y antidepresivos inhibidores de la 
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recaptación de la serotonina (fluoxetina, sertralina, citalopram y paroxetina y algunos de 
sus metabolitos: norfluoxetina, norsertralina y desmetilcitalpram, todos ellos conocidos 
como antidepresivos SSRIs). El análisis de todos los fármacos mencionados se ha llevado a 
cabo mediante cromatografía de gases acoplado a espectrometría de masas. 
 
Los principales objetivos de este trabajo se pueden resumir en varios puntos: 
 
 Objetivo I: Desarrollo de metodologías analíticas que sean lo suficientemente 
sensibles, selectivas y robustas, para el análisis y determinación de los 
contaminantes emergentes seleccionados en muestras biológicas como tejido de 
trucha. 
 
 Objetivo II: Dada la complejidad de las muestras a tratar, es necesario aplicar 
técnicas de extracción en fase sólida dispersiva  que permitan eliminar el efecto 
matriz y las interferencias de la misma. 
 
 Objetivo III: Las metodologías analíticas desarrolladas se aplicarán a la 
determinación de los analitos de interés en muestras de productos 
manufacturados derivados del pescado (ralladura de mar, palitos de mar, muslitos 
de surimi o salchichas de mar) con el objetivo de confirmar o descartar la 
presencia de estos fármacos  en productos de consumo. 
 
 Objetivo IV: Evaluación del potencial de bioacumulación de los fármacos 
seleccionados para determinar los factores de bioacumulación (BCF) de cada uno 
de ellos y estudiar una posible ruta de metabolización usando larvas de pez cebra 
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En este capítulo se describe el desarrollo de una metodología 
analítica que permite determinar ibuprofeno, naproxeno y 
diclofenaco como antiinflamatorios no esteroideos (NSAIDs) y un 
regulador lipídico el ácido clofíbrico en muestras 
medioambientales, huevas de lumpo y larvas de pez cebra. 
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Para cada una de las etapas analíticas se va a utilizar el siguiente instrumental analítico. La 
extracción de los diferentes fármacos se realizó con  una sonda de ultrasonidos Vibra Cell 
(VCx130), provista de una punta de titanio de 2 mm de diámetro y generador de alta 
frecuencia de 130W a 20 KHz. La etapa de limpieza (clean-up) se realizó con un vórtex 
Genie-2 (Scientific Industries) y microcentrífuga modelo 5415R (Eppendorf). La 
evaporación del solvente de los diferentes extractos se llevó a cabo empleando una caja 
de vacío acoplada a una bomba de vacío modelo N035AN.18 (VacElut 20-place vaccum, 
Varian) en la que se emplea N2 (N2 técnico X50S, Carburos Metálicos). 
 
Para analizar y cuantificar los analitos de interés, se ha utilizado un cromatógrafo de gases 
modelo 7890 (Agilent Technologies, Madrid, España), equipado con un inyector 
automático (autoinyector modelo HP 7683B Series) y acoplado a un detector MSD de 
espectrometría de masas (detector HP 5975C VL MSD, Agilent Technologies, Madrid, 
España) con un cuadrupolo como analizador de masas. El sistema cromatográfico dispone 
de una columna capilar de polidimetilsiloxano (95%) entrecruzada, ZB-5 (30 m x 0.25 mm 
I.D., 0.25 mm), de Phenomenex, usando helio (Pureza > 99.999%) a 1 mL·min-1 como 
carrier gas. ChemStation es utilizado como software para el tratamiento de los resultados. 
Las condiciones instrumentales utilizadas en el desarrollo del método se incluyen en la 
Tabla III.1.  
 
Tabla III.1. Condiciones instrumentales utilizadas en el sistema cromatográfico de GC-MS. 
Tª de la fuente de iones 230ºC 
Tª Cuadrupolo 150ºC 
Tª línea de transferencia 280ºC 
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III.1.2. Reactivos  
 
La Tabla III.2. muestra los fármacos, reactivos (grado HPLC) y sorbentes utilizados en el 
desarrollo del método.  
Tabla III.2. Fármacos, reactivos y sorbentes empleados en el desarrollo del método analítico. 
COMPUESTO Fórmula empírica/ CASA COMERCIAL 









Sal de diclofenaco sódico 
2 - [ ( 2 , 6 - dichlorophenyl)amino]benceneacetic 
acid sodium salt 
(Sigma Aldrich) 








2, 4, 4′- Trichloro-2′-methoxydiphenyl ether 
(Sigma Aldrich) 
MTBSTFA + 1 % TBDMCS 
N-tert-butyldimethylsilyl-N-
methyltrifluoroacetamide (MTBSTFA) + 1 % 
tertbutyldimethylchlorosilane (TBDMCS) (Sigma 
Aldrich) 
BSTFA + 1 % TMCS 
N,Obis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (BSTFA) + 
1 % trimethylchlorosilane (TMCS) (Sigma Aldrich) 
Acetonitrilo (AcN) (Lab-Scan) 
Acetato de etilo (AcOEt) (Lab-Scan) 




Silica gel (Agilent Technologies) 
C18 (Agilent Technologies) 
PSA (Agilent Technologies) 
Florisil (Sigma Aldrich) 
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III.1.3. Preparación de las muestras: huevas de lumpo y experimentos de bioacumulación 
con larvas de pez cebra 
 
Dado que las larvas de pez cebra no son sencillas de obtener, para llevar a cabo los 
estudios de bioacumulación de los distintos fármacos y con el objetivo de utilizar una 
matriz lo más parecida posible a las larvas y fácil de obtener se seleccionaron las huevas 
comerciales de lumpo (sucedáneo de caviar) perteneciente a la especie Cyclopterus 
lumpus procedentes de un supermercado local.  
 
Inicialmente, se prepara una solución conjunta con los cuatro fármacos, ibuprofeno, 
naproxeno, diclofenaco y ácido clofíbrico, la cual es usada para dopar los tres tipos de 
muestras a diferentes concentraciones dependiendo. Concretamente, los medios de 
cultivo se dopan a una concentración de 10 y 50 ng·mL-1, las muestras de lumpo a una 
concentración de 200 y 500 ng·g-1 y las larvas de pez cebra se contaminan a una 
concentración de 200 ng·g-1.  
 
Los medios acuosos que se utilizan para las pruebas de extracción en los que se simula el 
experimento de bioacumulación se preparan de forma experimental manteniendo la 
concentración de sales estipulada en el test 305 de bioconcentración, propuesto por la 
OECD 305 y en la ISO 7346-1 (294.0 mg·L-1 CaCl2·2 H2O; 123.3 mg·L-1 MgSO4·7 H2O; 63.0 
mg·L-1·NaHCO3; 5.5 mg·L-1 KCl)53, 123. 
 
Las muestras de larvas de pez cebra de los experimentos de bioacumulación fueron 
obtenidas de peces adultos, criados y mantenidos en el Centro Tecnológico AZTI (REGA 
ES489010006105), en condiciones estándar124. Los ensayos de bioacumulación se llevaron 
a cabo con larvas expuestas a los fármacos  tras 72 h de la fertilización (hdf). En esta 
etapa de desarrollo y hasta las 120 horas tras la fertilización, no se consideran animales 
de laboratorio y pueden mantenerse sin alimentación durante otras 24 horas. Las larvas, 
se mantienen en el medio acuoso de sales antes mencionado (294 mg de CaCl2·2H20, 
123,3 mg de MgSO4·7H2O, 63 mg de NaHCO3 y 5,5 mg de KCl en 1L de agua destilada). 
Este medio de cultivo se utilizó como vía de exposición a los productos farmacéuticos 
testados en la presente Tesis Doctoral y es en este medio donde hay que determinar su 
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contenido para calcular posteriormente el factor de bioacumulación de cada analito 
estudiado. 
 
Los experimentos de bioacumulación que se llevan a cabo en larvas de pez cebra se 
realizan en dos fases, acorde al Test 30553 y en base a estudios previos43. Este ensayo 
consiste en exponer a los embriones de pez cebra a una mezcla de los cuatro compuestos 
químicos seleccionados para el estudio durante 48 horas (fase de absorción o captación). 
A continuación, se transfieren a un medio en ausencia de contaminantes durante 24 
horas más, constituyendo la fase de depuración. Los experimentos de bioacumulación se 
llevan a cabo a dos concentraciones de cada NSAIDs y para ácido clofíbrico. Ambas 
concentraciones son elegidas en base al valor de LC50 de cada compuesto siempre que los 
límites de detección de la técnica permitan la determinación de los analitos testados, en 
donde la concentración más alta corresponde con el 1% del LC50 de cada compuesto y la 
concentración baja suele diferir en un factor de 10 con respecto a la concentración 
anterior. 
 
Diferentes estudios han establecido valores de LC50 para los analitos evaluados. Los 
valores de LC50 para los analitos evaluados en esta Tesis Doctoral se han establecido en 
experimentos a partir de experimentos llevados a cabo en algas y peces expuestos 
descritos en la bibliografía. Para ácido clofíbrico, valores de 318.2 – 526.2 g·mL-1 fueron 
obtenidos como LC50 a las 48 horas del ensayo o 87.22 g·mL-1 en crustáceos125. Para 
diclofenaco, valores de LC50 de 166.6 g·mL-1 en peces cebra juveniles y un valor de 6.11 
g·mL-1 en estados embrionarios de D. rerio fueron obtenidos en estudios de ecotoxidad 
aguda126. Otros valores de LC50 en experimentos a 96 horas de exposición fueron 
evaluados, con valores de 37.66, 41.56 y 193.34 g·mL-1 en peces, 25.75, 27.85 y 121.55 
g·mL-1 en crustáceos a 48 horas de exposición y 41.41, 41.13 y 137.94 g·mL-1 en algas 
obtenidos para diclofenaco, ibuprofeno y naproxeno, respectivamente127. Basándose en 
los datos bibliográficos, los experimentos de bioacumulación se llevaron a cabo a la 
concentración de 10 y 50 ng·mL-1 y los medios fueron renovados cada 24 horas para 
garantizar que la concentración nominal de los cuatro fármacos se mantuviese constante. 
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Los experimentos de bioacumulación se llevan a cabo en ciclos de 12h de luz/12h en 
oscuridad bajo las condiciones experimentales propuestas en el test de bioconcentración 
305 propuesto por la OCDE: oxígeno disuelto ≥ 60%, temperatura controlada de 27°C y pH 
6-8.5. Durante el tiempo de exposición de ambos ensayos de bioacumulación, absorción y 
depuración, se toman muestras tanto de medio de cultivo y como da las muestras 
constituidas por 20 larvas/muestra en los siguientes tiempos: 0, 6, 24, 45, 48 50, 54, 69 y 
72 h. De esta manera, analizando ambos tipos de muestras a los distintos tiempos de 
exposición, se puede determinar la concentración absorbida y acumulada de cada analito 
testado. Todos los tiempos de muestreo son recogidos por triplicado. De acuerdo con la 
Guía 305 de la OCDE, la tasa de carga de peces al comienzo de los experimentos tiene que 
oscilar entre 0.7 y 0.8 mg·mL-1 (en peso húmedo) y la mortalidad de los peces debe ser 
inferior al 20% al final de cada experimento. 
 
El factor de bioacumulación (BCF) viene definido como la relación entre la concentración 
de un compuesto en un organismo y la concentración detectada en el medio de 
exposición, una vez alcanzado el equilibrio53. El BCF se va a calcular en base a dos 
enfoques, descritos en la bibliografía43: 
 
(a) Estableciendo la relación entre las concentraciones del compuesto medidas en el 
tiempo máximo de exposición y el promedio encontrado en los medios de cultivo 
para cada compuesto o, 
 
(b) Calculando el BCF a partir del modelo cinético de primer orden si se alcanza el 
equilibrio.  
  
III.2. METODOLOGÍA ANALÍTICA 
 
- 88 - 
 
III.2. METODOLOGÍA ANALÍTICA   
 
III.2.1. Medios de cultivo 
 
Un volumen de 500 L de medio de cultivo se trata con 1000 L de acetato de etilo y a 
continuación se agita en vórtex para favorecer la extracción de los analitos de la matriz. A 
continuación se centrifuga y la fase orgánica se separa de la fase acuosa y el contenido 
orgánico se evapora hasta sequedad bajo condiciones de vacío. Finalmente, el extracto se 
redisuelve en 80 L de acetona y se adicionan 20L de MTBSTFA para iniciar la reacción 
de derivatización de los NSAIDs. El extracto se calienta a 70°C durante 30 minutos. 
Transcurrido este tiempo, 1 L del extracto derivatizado se analiza por GC-MS en modo 
SIM 128- 130. El esquema del procedimiento analítico descrito se describe en la Figura III.1. 
 
 
Figura III.1. Esquema general del procedimiento analítico desarrollado para la determinación de 
ibuprofeno, naproxeno, diclofenaco y ácido clofíbrico en medio de cultivo mediante GC-MS. 
 
 
III.2.2. Huevas de lumpo 
 
Se pesan aproximadamente 10 mg de huevas de lumpo en un tubo eppendorf y se 
extraen con 500 L de acetonitrilo. La muestra se sónica durante 1 minuto con una 
potencia de 40%. Los extractos se centrifugan durante 15 minutos a 15°C y 14 rcf. La fase 
orgánica se transfiere a un vial de HPLC, separándose del extracto del sólido residual y se 
procede a eliminar el efecto matriz y las interferencias de la misma llevando a cabo una 
etapa de clean-up mediante extracción en fase sólida dispersiva (d-SPE), para la cual se 
utilizan 100 mg de C18 que se adiciona directamente sobre la fase orgánica. Este extracto 
se centrifuga y se filtra a través de filtros de jeringa de 0.22 m de PTFE y se evapora 
llevándolo hasta sequedad. El extracto seco se redisuelve en 80 L de acetona y 20 L de 
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MTBSTFA. Finalmente, los viales son llevados a un horno para que inicie la reacción de 
derivatización a 70°C durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo, se inyecta 1 L y se 
analiza el extracto final por GC-MS. El esquema del procedimiento analítico descrito se 
describe en la Figura III.2. 
 
 
Figura III.2. Esquema general del procedimiento analítico desarrollado para la determinación de 
ibuprofeno, naproxeno, diclofenaco y ácido clofíbrico en huevas de lumpo mediante GC-MS. 
º 
III.2.3. Larvas de pez cebra 
 
Larvas de pez cebra en grupos de 20 larvas/muestra, con un peso total aproximado de 10 
mg, se tratan con 500 L de acetonitrilo. La muestra se sonica durante 1 minuto con una 
amplitud o potencia de 40%. Los extractos se centrifugan durante 15 minutos a 15°C y 14 
rcf. La fase orgánica se transfiere a un vial de HPLC, separándose del extracto del sólido 
residual y se tratan los extractos con 100 mg de C18 (d-SPE), que se adicionan 
directamente sobre la el contenido orgánico que contiene los analitos extraídos. Este 
extracto se centrifuga y se filtra a través de filtros de jeringa de 0.22 m de PTFE y se 
evapora llevándolo hasta sequedad. El extracto seco se redisuelve en 80 L de acetona y 
20 L de MTBSTFA. Finalmente, los viales son llevados a un horno para que inicie la 
reacción de derivatización a 70°C durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo, se 
inyecta 1 L del extracto final y se analiza por GC-MS. El esquema del procedimiento 
analítico descrito se describe en la Figura III.3. 
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Figura III.3. Esquema general del procedimiento analítico desarrollado para la determinación de 
ibuprofeno, naproxeno, diclofenaco y ácido clofíbrico en huevas de lumpo mediante GC-MS. 
 
 
III.2.4. Validación de los métodos analíticos desarrollados 
 
Los métodos analíticos desarrollados se evalúan en términos de linealidad, precisión, 
recuperación y límites de detección/ cuantificación en blancos de las diferentes muestras 
estudiadas: medio de cultivo, huevas de lumpo comercial y larvas de pez cebra. La 
evaluación de los diferentes parámetros de la validación del método analítico permite 
estimar la existencia de efecto matriz por comparación entre curvas de calibrado externo 
con calibrado en presencia de la matriz.  
 
 Linealidad y efecto matriz: 
 
Los analitos se extraen con los métodos descritos en las Figuras III.1., III.2. y III.3. La 
linealidad se estudia a partir de un calibrado externo y otro en presencia de la matriz 
dopando las muestras con concentraciones crecientes a partir de disoluciones preparadas 
diariamente en el intervalo seleccionado. En el caso de los medios de cultivo, la 
calibración se lleva a cabo entre 5-200 ng·mL-1 para todos los analitos testados (usando 
triclosán como estándar interno a la concentración de 30 ng·mL-1). El calibrado realizado  
a partir de las huevas de lumpo y larvas de pez cebra se lleva a cabo entre 50-1500 ng·g-1 
para todos los analitos testados (la concentración de triclosán es de 300 ng·g-1 en ambos 
tipos de muestras). 
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  Límites de detección y cuantificación: 
 
El límite de detección y cuantificación fue calculado a partir de la desviación estándar, 
empleando valores de 3 y 10, respectivamente. Se utilizan blancos dopados a la 
concentración más baja de cada uno de los analitos en los tres tipos de muestras 





Los experimentos de recuperación (n = 6) se llevan a cabo usando muestras de medio de 
cultivo dopadas a la concentración de 10 y 50 ng·mL-1 y muestras de huevas de lumpo y 
larvas de pez cebra dopadas a concentraciones de cada analito de 200 y 500 ng·g-1. La 
recuperación se evalúa utilizando un calibrado en presencia de la matriz para cada analito 
analizado, teniendo en cuenta áreas de pico relativas al área del estándar interno, por lo 
que se obtienen de la recta de calibración representada para cada analito obtenido de 




La precisión del método se determina a partir del análisis de seis extractos (n = 6) en el 
mismo día (precisión intra-day) y seis muestras en tres días diferentes (n = 18) (precisión 
inter-day). Los extractos se obtienen a partir de muestras fortificadas con todos los 
analitos a la concentración de 50 ng·mL-1, 200 y 500 ng·g-1 en huevas de lumpo y 200 ng·g-
1 en larvas de pez cebra. Los resultados se calculan como desviación estándar relativa 
(RSD, %). 
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III.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
III.3.1. Optimización de la separación cromatográfica   
 
El primer paso para llevar a cabo la determinación de los residuos farmacéuticos en las 
muestras analizadas fue optimizar la separación cromatográfica con el objetivo de poder 
determinar, identificar (tR y m/z) y cuantificar los analitos de interés. Para ello, se preparó 
una disolución de cada compuesto de forma individual y se optimizó el gradiente de Tª 
basándose en uno ya existente en la bibliografía130. Una vez identificados y conocidos 
todos los tiempos de retención (tR) y relaciones masa/carga (m/z) de cada analito, se 
procedió a realizar la separación cromatográfica a partir de una disolución conjunta de 
todos los analitos testados.  
 
A partir de los cuatro fármacos comerciales, se prepararon soluciones stocks individuales 
en metanol de cada compuesto. Para ello, se pesaron 5 mg de cada fármaco y se llevaron 
a un volumen final de 5 mL. La concentración final de cada disolución stock es de 1000 
g·mL-1. Estas soluciones son almacenadas a 4°C en ausencia de luz para evitar posibles 
degradaciones. Las soluciones de trabajo se prepararon diariamente por dilución de cada 
standard en metanol, acetonitrilo o agua Milli-Q, según corresponda. Las soluciones stock 
son estables, al menos, durante 6 meses en estas condiciones. 
 
A continuación, para identificar todos los analitos, se preparan soluciones de trabajo en 
metanol, a partir de las soluciones stock de cada uno de los analitos a testar. Para ello, se 
transfiere la cantidad adecuada de cada solución stock para obtener una solución de 
trabajo de 1 mg·L-1 de cada analito. Inicialmente, el gradiente de temperaturas empleado, 
así como las condiciones de derivatización adecuadas fueron seleccionados de la 
bibliografía130-132. Los valores de m/z fueron obtenidos del espectro de masas de una 
solución estándar de 1 g·mL-1 cada analito en metanol monitorizados en modo SCAN, 
bajo las condiciones descritas en la literatura130. Este modo permite, no sólo obtener la 
relación m/z de trabajo sino que también permite identificar los analitos en base a su tR 
(min). La monitorización en modo SCAN tiene como principal desventaja que es un modo 
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menos sensible en comparación con el modo SIM. Las  diferencias que presentan son las 
siguientes:  
- Modo SCAN: consiste en hacer barridos entre dos masas para obtener una 
información completa total del contenido de la muestra a analizar. Es el modo que 
se emplea en análisis cualitativo para identificación de compuestos por búsqueda 
en biblioteca de espectros. También puede utilizarse en análisis cuantitativo pero 
este modo es menos usado para este tipo de aplicaciones. Presenta una sensibilidad 
media cuando se trabaja con TIC (total ion chromatogram). Es muy selectivo y 
presenta una buena sensibilidad cuando se trabaja con iones extraídos EIC 
(extracted ion chromatogram). La sensibilidad se incrementa con la reducción del 
rango de masas seleccionado. 
* TIC (Total Ion Chromatogram): cromatograma correspondiente a la suma 
de abundancias a todas las masas adquiridas. 
* EIC (Extracted ion Chromatogram): cromatograma correspondiente a 
una determinada masa, la cual es extraída del barrido). 
 
- Modo SIM: consiste en una monitorización selectiva de iones característicos de los 
compuestos presentes en la muestra. En modo SIM, el detector MSD es muy 
sensible y selectivo. Es utilizado en análisis cuantitativo de trazas de compuestos 
conocidos, llegando a poder cuantificar compuestos que coeluyen. La 
comparación de las respuestas relativas de los distintos iones, con respecto a la 
del patrón, permite confirmar la identificación del compuesto cuantificado. La 
sensibilidad aumenta con la reducción del nº de masas seleccionadas y la 
selectividad se incrementa con el aumento de la masa monitorizada. La modalidad 
SIM con cuadrupolo proporciona, especialmente a nivel de trazas, una mejor 
reproducibilidad cuantitativa que el modo SCAN, no obstante éste (SCAN) admite 
mayores concentraciones de analito. En modo SIM, el TIC es el cromatograma 
correspondiente a la suma de abundancias de todas las masas adquiridas. 
 
El uso de estándar interno  permite corregir fluctuaciones instrumentales o del método 
analítico. El estándar interno es especialmente útil cuando la cantidad de muestra 
analizada es muy pequeña o cuando la respuesta del equipo con el que se analiza varía de 
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ensayo a ensayo, de tal forma que considerando señales relativas como la relación entre 
el área del analito y el área del estándar interno, se espera que la variación afecta de la 
misma manera a cada analito como al estándar interno, por lo que el error es asumible y 
se corrige. El estándar interno debe tener un comportamiento y características 
semejantes a la de los analitos de interés en cuanto a peso molecular similar y contener 
grupos derivatizables en su estructura133-137.  
 
En la presente Tesis Doctoral, se han separado, identificado y cuantificado, ácido 
clofíbrico, ibuprofeno, naproxeno y diclofenaco,  mediante GC-MS. La cuantificación de 
los cuatro analitos fue corregida mediante el uso de estándar interno, siendo triclosán el 
compuesto elegido para este estudio. Para ello, se evaluaron varios estándares, entre los 
que se encuentran clorpirifos, metiltriclosan y triclosán. Tras el análisis de todos ellos, en 
modo SCAN y modo SIM, se seleccionó el triclosán como estándar interno, ya que 
proporcionó una elevada sensibilidad y una resolución adecuada. 
 
Una vez seleccionado el estándar interno óptimo, se testaron diferentes gradientes de 
temperatura para conseguir una buena separación entre todos los analitos y el estándar 
interno y minimizar las interferencias por parte de la matriz. El gradiente de temperaturas 
óptimo se muestra en la Tabla III.3. 
 
Tabla III.3. Gradiente de temperatura optimizado para el análisis de NSAIDs y ácido clofíbrico. 
Rampa Temperatura (°C) Tiempo de espera (min) 
- 70°C 1 min 
20°C/min 120°C - 
8°C/min 200°C - 
15°C/min 280°C 3 min 
 
Los valores de m/z seleccionados para la cuantificación de los analitos, obtenidos de los 
correspondientes espectros de masas se muestran en la Tabla III.4. A partir de estos 
datos obtenidos en modo SCAN para cada analito, se hizo un barrido en modo SIM para 
cuantificar los analitos testados, usando la suma de área de los iones seleccionados para 
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cada compuesto. Los valores m/z obtenidos, están en concordancia con lo encontrado en 
la literatura130. 
 
Tabla III.4. Valores de tR y m/z obtenidos para cada NSAIDs y ácido clofíbrico mediante GC-MS. 
Substance tR (min)  Detected m/z 
Ácido clofíbrico 13.37  143, 271, 273 
Ibuprofeno 13.85  161, 263, 264 
Naproxeno 17.88  185, 188, 287 
Diclofenaco 19.36  214, 352, 409 
 
 
III.3.2. Optimización de las condiciones de derivatización   
 
La cromatografía de gases es una técnica analítica de amplio uso la cual permite analizar 
fármacos de diversa índole, como drogas de abuso, analgésicos, antiinflamatorios y 
reguladores lipídicos, entre otros. Las principales ventajas que presenta es que es una 
técnica simple, sensible, de bajo coste y, desde el punto de vista medioambiental, genera 
una cantidad mínima de residuos138. Sin embargo, dada la baja volatilidad de los 
compuestos farmacéuticos suele ser necesario un proceso de derivatización para poder 
ser compatible su determinación con esta técnica139. La derivatización química constituye 
una práctica ampliamente empleada para la determinación y separación de compuestos 
con baja volatilidad mediante cromatografía de gases. Existen numerosos estudios en los 
cuales los análisis se llevan a cabo por técnicas de cromatografía de gases, que van 
acompañados de tratamientos de muestra complejos y con largos tiempos de 
preparación de muestra. Por lo general, todos ellos requieren etapas de derivatización 
previas al análisis, etapas que resultan críticas para conseguir que los analitos presenten 
una volatilidad suficiente y por lo tanto proporcionen una respuesta cromatográfica 
adecuada y así un método suficientemente sensible. 
 
Para el análisis por cromatografía de gases, las moléculas con grupos funcionales como –
COOH, -OH, -NH y –SH son de especial preocupación por su capacidad de formar enlaces 
de hidrógeno entre los compuestos, lo que conlleva a una volatilidad baja, estabilidad 
insuficiente o  interacciones entre los compuestos con el relleno de la columna del 
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sistema cromatográfico. Como resultado, la sensibilidad del método desarrollado no sería 
adecuada para conseguir niveles de detección de ng·L-1 o mg·L-1 134. La derivatización se 
realiza, generalmente, mediante sustituciones en los grupos polares, donde las reacciones 
más frecuentes son la alquilación, acilación y sililación132- 133, 140.   
 
 Alquilación: consiste en la sustitución de un hidrógeno activo en R-COOH, R-OH, R-
SH y R-NH2 por un grupo alquilo o, incluso, en ocasiones, por un grupo arilo. La 
esterificación constituye el método de alquilación más frecuente y está basado en 
la reacción de un ácido con un grupo alcohol en presencia de un catalizador 
(Figura III.4.). 
 
  R-COOH + CH3-OH  R-COO-CH3 
Figura III.4. Reacción general de alquilación. 
 
 Acilación: es un tipo de reacción en la cual se introduce un grupo acilo en un 
compuesto orgánico. Los compuestos que contienen hidrógenos activos se 
convierten a grupos ésteres, tioésteres y amidas, respectivamente (Figura III.5.). 
 
CH3-OC-O-CO-CH3 + HOR  CH3-OC-OR + HO-CO-CH3 
              Figura III.5.  Reacción general de acilación. 
 
 
 Sililación: consiste en la introducción en una molécula de un grupo sililo, como 
dimetilsilil [SiH(CH3)2], t-butildimetilsilil [Si (CH3)2C(CH3)3] y clorometildimetilsilil 
[SiCH2Cl(CH3)2]. Dependiendo del grupo funcional inicial que contenga el 
compuesto, la reactividad de sililación será diferente, siguiendo el orden: alcohol > 
fenol > carboxilo > amino > amida/hidroxilo. En el caso de los grupos alcoholes, 
serán más reactivos los grupos primarios, seguido de los secundarios y por último, 
los alcoholes terciarios son los menos reactivos ante este tipo de reacciones de 
derivatización134. En comparación con sus compuestos parentales, los derivados 
sililados presentan mayor volatilidad, menos polaridad y son térmicamente más 
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estables. Como resultado, se mejora tanto la separación cromatográfica como la 
determinación de los analitos de interés. 
 
La reacción de sililación suele llevarse a cabo con la N-terc-butildimetilsilil-N-
metiltrifluoroacetamida (MTBSTFA) como agente de derivatización, ampliamente 
usado en la literatura para la determinación de compuestos similares a los 
estudiados en la presente Tesis133. La Figura III.6. representa la estructura 
molecular del agente sililante seleccionado. 
 
 
Figura III.6. Estructura molecular del agente de derivatización seleccionado para este estudio. 
 
En el presente trabajo, se seleccionó la reacción de sililación como procedimiento de 
derivatizacion de los analitos y se evaluaron dos reactivos sililantes la mencionada 
MTBSTFA y la N, O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA)132. Para seleccionar el 
reactivo derivatizante, se añadió 10 L de cada reactivo a 90 L de una solución que 
contiene 40 ng·mL-1 de cada analito testado, siendo la acetona medio de la disolución-. La 
reacción fue incubada a 70°C durante 30 minutos130.  
 
Los mejores resultados fueron obtenidos con MTBSTFA. Este derivatizante permitió 
obtener buena sensibilidad y resolución para todos los analitos estudiados permitiendo 
su determinación a las concentraciones medioambientales. En el caso de BSTFA, se 
detectaron señales más bajas para todos los analitos testados. Por tanto, el reactivo 
MTBSTA se seleccionó como derivatizante para este trabajo.  
 
Una vez elegido el reactivo más adecuado se estudió la concentración y tiempo de 
derivatización óptimos. La concentración óptima de reactivo derivatizante también fue 
evaluada, para ello, se estudiaron diferentes proporciones de MTBSTFA: muestra, 10:90 y 
20:80. En ambos casos, se obtuvieron resultados similares para ácido clofíbrico, 
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ibuprofeno y naproxeno, pero, en el caso de diclofenaco, se obtuvieron valores de área 
menores cuando se utilizó la proporción de 10:90. Por este motivo, los mejores resultados 
fueron obtenidos en el segundo caso, cuando se utilizó una proporción de 20 L de 
MTBSTFA y 80 L de muestra. 
 
Otro de los parámetros a controlar en la reacción de derivatización es el tiempo de 
reacción. Acorde a la literatura, 30 minutos es el tiempo necesario para completar la 
reacción de derivatización usando MTBSTFA como reactivo. Sin embargo, en este trabajo, 
fueron estudiados otros tiempos: 30 minutos y 1 hora de reacción, manteniendo el 
extracto a una temperatura de 70°C. Para ello, se adicionó 20 L de MTBSTFA a 80 L de 
una solución que contiene 1 g·mL-1 de cada fármaco. Las soluciones se prepararon de 
forma individual, estudiándose el efecto por separado para evitar efectos sinérgicos entre 
los compuestos y cada una de ellas se inyectó en el GC-MS bajo las condiciones descritas 
en secciones anteriores. Los resultados mostraron que tanto ácido clofíbrico, ibuprofeno 
como naproxeno presentaron áreas de pico similares para los dos tiempos de reacción 
estudiados. Sin embargo, en el caso de diclofenaco, la señal del mismo disminuyó 
considerablemente cuando el tiempo de reacción se aumentó a 1 hora (Ver Figura III.7.). 




Figura III.7. Efecto del tiempo de derivatización usando MTBSTFA como agente derivatizante en el área 















derivatization time : 30' derivatization time: 1 hour
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Bajo todas las condiciones optimizadas se realizó la separación cromatográfica. La Figura 
III.8. muestra un cromatograma de una solución que contiene 10 ng·mL-1 de todos los 
analitos estudiados como N-trimetilsilil derivados. Como puede observarse, todos los 
analitos se separan en un tiempo de cromatograma inferior a 22 minutos.  
 
Figura III.8. Cromatograma SIM de una solución que contiene 10 ng·mL-1 de todos los analitos estudiados 
como N-trimetilsilil derivados y triclosán como estándar interno. 
 
III.3.3. Optimización del tratamiento de muestra 
 
La preparación de muestra generalmente consta de dos etapas: 
 
a) Extracción de los analitos de la matriz de cada muestra con un disolvente 
orgánico. 
 
b) Habitualmente es necesario llevar a cabo una etapa de limpieza (clean-up) en los 
extractos de las muestras  tratadas con el disolvente orgánico (en el caso de 
huevas de lumpo y larvas de pez cebra). Esta etapa permite reducir la presencia de 
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III.3.3.1. Medios de cultivo 
 
En el caso de los medios de cultivo, la extracción de los cuatro fármacos se llevó a cabo 
mediante una extracción líquido-líquido (LLE). Para ello, se evaluaron varios solventes, 
acetato de etilo, tolueno, hexano y mezclas de disolventes hexano/acetato de etilo en 
diferentes proporciones (50:50 y 25:75 v/v). Para ello, medios de cultivo (500 L) tanto 
blancos como fortificados con 10 ng·mL-1 de cada analito y 30 ng·mL-1 de estándar interno 
(triclosán) se trataron con 1 mL de cada solvente seleccionado y los extractos fueron 
inyectados y analizados por CG-MS. La selección del disolvente se llevó a cabo basándose 
en los cálculos de las recuperaciones obtenidas. Los resultados se muestran en la Tabla 
III.5. Las recuperaciones se calcularon estableciendo la relación de área de pico del 
analito con respecto al área de pico del estándar interno.  
 
Tabla III.5. Recuperaciones (%) obtenidas para cada analito testado en medios de cultivo (500 L) 
fortificados con 10 ng·mL-1 de cada analito y 30 ng·mL-1 de estándar interno usando diferentes solventes 








de Etilo (1:3) 
Ácido clofíbrico 100 ± 10 84 ± 16 n.d. 4 ± 1 11 ± 1 
Ibuprofeno 98 ± 2  73 ± 6 n.d. 6 ± 3 62 ± 4 
Naproxeno 111 ± 4 114 ± 14 n.d. 8 ± 1 52 ± 7 
Diclofenaco 114 ± 7 111 ± 3 n.d. 11 ± 3 87 ± 6 
 
Los mejores resultados fueron obtenidos con acetato de etilo, como se observa en la 
Tabla III.5. Los extractos de los medios de cultivo  analizados empleando acetato de etilo 
como extractante dieron lugar a cromatogramas más limpios con % de recuperación más 
elevados. Una segunda extracción fue llevada a cabo pero las recuperaciones obtenidas 
en esta segunda etapa fueron inferiores al 7% para todos los analitos. Por esta razón, una 





III. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
- 101 - 
 
III.3.3.2. Huevas de lumpo 
 
La extracción de los analitos en huevas de lumpo se realizó con una sonda de ultrasonidos 
(USP). Se evaluaron diferentes solventes: hexano, acetato de etilo, acetonitrilo, 
acetonitrilo/ácido cítrico 0.1M y ácido acético/acetonitrilo (1:99 v/v). Estos extractantes 
fueron elegidos acorde a la literatura existente141-142. 
  
Las condiciones de extracción se han optimizado basándose en estudios realizados en 
trabajos previos del grupo de investigación: 40% como amplitud de la sonda de 
ultrasonidos y tiempo de extracción de 1 minuto a temperatura ambiente78,143. Para 
evaluar los diferentes disolventes orgánicos, 10 mg de huevas de lumpo fueron 
fortificadas con una disolución conjunta de los cuatro analitos (300 ng·g-1 de cada uno de 
ellos) y una disolución del estándar interno. Los resultados obtenidos de las 
recuperaciones calculadas para cada fármaco se muestran en la Tabla III.6.  
 
Tabla III.6. Recuperaciones (%) obtenidas para cada analito testado en huevas de lumpo (10 mg) fortificados 
con 300 ng·g-1 de cada analito y estándar interno usando diferentes solventes de extracción (n = 3). 






Ácido Clofibrico 105 ± 8 84 ± 4 107 ± 6 15 ± 2 12 ± 3  
Ibuprofeno 104 ± 7  101 ± 7 79 ± 3 9 ± 1 13 ± 1 
Naproxeno 103 ± 11 92 ± 4 77 ± 8 8 ± 1 17 ± 3 
Diclofenaco 114 ± 17 107 ± 3 83 ± 12 12 ± 3 16 ± 4  
 
Las recuperaciones obtenidas para los cuatro analitos cuando se usa hexano y acetato de 
etilo como disolvente de extracción fueron muy bajas. Sin embargo, cuando se usa AcN y 
AcN/Ácido cítrico 0.1M, las recuperaciones fueron más altas, además, los cromatogramas 
obtenidos con este último solvente fueron muy limpios. Todos los resultados fueron 
obtenidos considerando la relación de área entre el analito de interés y el estándar 
interno. La evaluación de los diferentes disolventes se llevó a cabo empleando C18 como 
sorbente en la etapa de limpieza. Finalmente, se seleccionó acetonitrilo como disolvente 
de extracción óptimo por las mayores recuperaciones obtenidas y el menor número de 
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interferencias conseguidas, en comparación con el cromatograma obtenido usando 
AcN/Ácido cítrico 0.1M.  
 
Finalmente, para concluir con el desarrollo del método analítico, fue necesario optimizar 
la etapa de limpieza o clean-up con el objetivo de extraer el contenido lipídico presente 
en la matriz (normalmente, el contenido graso en larvas de pez cebra es 
aproximadamente un 15% del peso húmedo). Para este propósito, y dado el peso de 
muestra tratado, y según la bibliografía, la mejor estrategia para la eliminación del 
contenido lipídico es mediante un procedimiento de extracción en fase sólida 
dispersiva132, 141, 144-147. Se evaluaron varios sorbentes comerciales: C18, PSA, Florisil y un 
polímero de impronta molecular (MIP) comercial (Affinilute MIP), así como 
combinaciones diferentes de los sorbentes mencionados.  
 
Para evaluar el sorbente adecuado, 10 mg de huevas de lumpo se fortificaron a un nivel 
de concentración de 300 ng·g-1 de cada fármaco y 300 ng·g-1 de estándar interno. 
Paralelamente se analizaron muestras blanco de huevas de lumpo. Todos los analitos se 
extrajeron con acetonitrilo, acorde al procedimiento esquematizado en sección III.2. Los 
resultados mostraron una limpieza efectiva para los blancos en el caso de emplear Florisil, 
no existiendo interferencias a los tiempos de retención de los analitos de interés pero en 
el caso de las muestras fortificadas se obtuvieron recuperaciones muy bajas. En el caso 
del PSA, los analitos quedaron retenidos en el mismo, por lo que fue descartado del 
estudio. Sin embargo, cuando se utilizó C18 como sorbente, las recuperaciones obtenidas 
fueron próximas al 100% y los cromatogramas de los blancos no mostraron 
interferencias. Finalmente, cuando se empleó un MIP comercial y se aplicó el 
procedimiento descrito, las áreas asociadas a los picos cromatográficos fueron muy 
variables, por lo que este sorbente también fue rechazado. En el caso de las 
combinaciones entre C18, PSA y Florisil, los resultados no mejoraron significativamente, 
por lo que tampoco se consideraron. La Tabla III.7. muestra los valores de recuperación 
obtenidos para los dos sorbentes testados que mejores recuperaciones dieron en los 
extractos de lumpo fortificados con los cuatro fármacos. 
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Tabla III.7. Recuperaciones (%) obtenidas para cada analito testado en huevas de lumpo (10 mg) 
fortificadas con 300 ng·g-1 de cada analito y estándar interno, usando diferentes sorbentes (n = 3). 
% R C18 Florisil 
Ácido clofíbrico 105 ± 6 37 ± 4 
Ibuprofeno 107 ± 3  36 ± 7 
Naproxeno 92 ± 9 30 ± 5 
Diclofenaco 107 ± 5 82 ± 11 
 
A la vista de los resultados mostrados en Tabla III.7., el sorbente C18 fue seleccionado 
como sorbente de limpieza óptimo, tanto por los valores de recuperación próximos al 
100% obtenidos en todos los casos, así como por la efectividad de la limpieza llevada a 
cabo sobre el extracto de la muestra, permitiendo obtener cromatogramas en ausencia 
de interferencias a los tR de interés. 
 
III.3.3.3. Larvas de pez cebra 
 
El método propuesto en huevas de lumpo fue aplicado a la determinación de ácido 
clofíbrico, ibuprofeno, naproxeno y diclofenaco en larvas de pez cebra. Para ello, se 
preparan muestras control, (en ausencia de contaminantes, constituidas por 15-20 larvas 
con un peso húmedo entre 8-10 mg) y muestras fortificadas a un nivel de concentración 
de 300 ng·g-1 de cada analito y 300 ng·g-1 de triclosán. Los resultados mostraron la 
efectividad del método propuesto y no se observaron picos interferentes en los 
cromatogramas a los tiempos de retención de los cuatro compuestos testados. En la 
Tabla III.8. se muestran los valores de recuperación obtenidos para ácido clofíbrico, 
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Tabla III.8. Recuperaciones (%) obtenidas para cada analito testado en larvas de pez cebra (10 mg) 
fortificadas con 300 ng·g-1 de cada analito y 300 ng·g-1  de estándar interno (n = 3). 
FÁRMACO % R 
Ácido clofíbrico 99 ± 2 
Ibuprofeno 102 ± 5  
Naproxeno 93 ± 7 
Diclofenaco 101 ± 4 
 
III.3.4. Validación del método analítico propuesto 
 
Los métodos analíticos propuestos se evalúan en términos de linealidad, precisión, 
recuperación y límites de detección y de cuantificación en diferentes muestras 
estudiadas: medio de cultivo, huevas de lumpo comercial y larvas de pez cebra.  
 
 Linealidad y efecto matriz: 
 
Como se ha mencionado, el efecto matriz se evaluó mediante un calibrado externo 
utilizando patrón interno así como mediante un calibrado en presencia de la matriz de las 
diferentes muestras: medios de cultivo, huevas de lumpo y larvas de pez cebra, lo que 
permitió estimar la presencia de efecto matriz por comparación estadística de las 
pendientes de ambos calibrados. Para ello, los analitos se extraen con los métodos 
descritos en las Figuras III.1., III.2. y III.3. Una vez inyectados los extractos en el 
cromatógrafo, se representan la relación área analito de interés/ área del estándar 
interno en función de la concentración del analito y se comparan estadísticamente las 
correspondientes pendientes. Se observó efecto matriz en la cuantificación de los cuatro 
fármacos estudiados en huevas de lumpo y larvas de pez cebra (Tabla III.9, Tabla III.10 y 
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Tabla III.9. Evaluación del efecto matriz a través de la comparación de pendientes entre el calibrado 






Ácido clofíbrico 0.32 0.12 
Ibuprofeno 0.87 0.50 
Naproxeno 0.56 0.15 
Diclofenaco 0.82 0.26 
 
Tabla III.10. Evaluación del efecto matriz a través de la comparación de pendientes entre el calibrado 






Ácido clofíbrico 0.99 0.56 
Ibuprofeno 0.47 0.37 
Naproxeno 0.79 0.58 
Diclofenaco 1.03 0.12 
 
Tabla III.11. Evaluación del efecto matriz a través de la comparación de pendientes entre el calibrado 






Ácido clofíbrico 0.33 0.23 
Ibuprofeno 0.40 0.41 
Naproxeno 0.53 0.17 
Diclofenaco 0.65 0.22 
 
A la vista de los resultados obtenidos se realizaron calibrados preparados a partir de 
muestras dopadas con los cuatro fármacos a nueve concentraciones en el intervalo 
comprendido entre 0-1000 ng·mL-1. Los analitos se añadieron antes y después de la 
extracción, con objeto de poder calcular la recuperación de cada analito. Los calibrados 
en presencia de la matriz se prepararon diariamente de la siguiente forma: blancos de 
lumpo y larvas de pez cebra fortificados entre 10-1500 ng·g-1 de cada analito y 300 ng·g-1 
de triclosan como estándar interno y medios de cultivo fortificados entre 5-200 ng·mL-1 
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de cada analito con 30 ng·mL-1 de triclosán. Los coeficientes de linealidad obtenidos para 
todos los analitos estudiados fueron r2 > 0.995.  
 
 Límites de detección y cuantificación: 
 
Se calcularon los límites de detección (LODs) y límites de cuantificación (LOQs) para cada 
analito a partir de las curvas de calibración y de la desviación estándar de la 
concentración mínima en la que se ha llevado a cabo el calibrado (3s y 10s para LOD y 
LOQ, respectivamente): 10 ng·mL-1 en muestras acuosas y 100 ng·g-1 en huevas de lumpo 
y larvas de pez cebra. Los valores de LOD obtenidos fueron entre 0,1-1,9 ng·mL-1, 13-26 
ng·g-1 y 3-15 ng·g-1 en medios de cultivo, huevas de lumpo y larvas de pez cebra, 
respectivamente. Los valores de LOQ estuvieron comprendidos entre 0,4-6,3 ng·mL-1, 43-
86 ng·g-1 y 10-51 ng·g-1 en medios de cultivo, huevas de lumpo y larvas de pez cebra, 
respectivamente.  
 
 Precisión y recuperación: 
 
Los valores de precisión y de recuperación obtenidos para los ensayos analizados en el 
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Tabla III.12. Valores de precisión (%RSD) y recuperación en diferentes días obtenidos para cada analito 
testado en medios de cultivo, huevas de lumpo (10 mg) y larvas de pez cebra fortificadas a dos niveles de 
concentración de los cuatro analitos y estándar interno. 
 Precisión (diferentes días) 
 10 ng·mL-1 50 ng·mL-1 




9.5 ± 0.3  10.2 ± 0.8  9.2 ± 0.9  10.2 ± 0.7  47 ± 2  48.6 ± 0.9  50 ± 4  52 ± 3  
RSD, % 3% 5% 2% 4% 6% 3% 10% 8% 
%R 95 ± 3 102 ± 8 92 ± 9 102 ± 7 94 ± 5 97± 2 101 ± 9 103 ± 6 
 200 ng g-1 500 ng g-1 
Huevas de lumpo CFB IBU NP DC CFB IBU NP DC 
Concentración 
obtenida  (ng·g-1) 
194 ± 4  208 ± 2  192 ± 14  190 ± 10  470 ± 20  455 ± 10  500 ± 15  505 ± 15  
RSD, % 1% 4% 5% 5% 2% 7% 8% 3% 
%R 97 ± 2 104 ± 1 96 ± 7 95 ± 5 94 ± 4 91 ± 2 100 ± 3 101 ± 3 
 200 ng g-1 




214 ± 4  212 ± 10 206 ± 2  194 ± 4  
RSD, % 3% 1% 6% 2% 
%R 107 ± 2 106 ± 5 103 ± 1 97 ± 2 
 
 
Tabla III.13. Valores de precisión (%RSD) y recuperación (entre días) obtenidos para cada analito testado 
en medios de cultivo, huevas de lumpo (10 mg) y larvas de pez cebra fortificadas a dos niveles de 
concentración de los cuatro analitos y estándar interno. 
  Precisión entre días 
 10 ng mL-1 50 ng mL-1 




9.72 ± 0.09   9.9 ± 0.4  9.6 ± 0.7  10.4 ± 0.7  47 ± 1 49 ± 1  51 ± 2  50 ± 2  
RSD, % 4% 3% 8% 1% 1% 3% 6% 5% 
%R 97 ± 1 99 ± 4 96 ± 7 104 ± 7 95 ± 3 98 ± 3 103 ± 5 101 ± 4 
 200 ng g-1 500 ng g-1 
Huevas de lumpo CFB IBU NP DC CFB IBU NP DC 
Concentración 
obtenida  (ng·g-1) 
184 ± 8  194 ± 4  186 ± 8  206 ± 12  505 ± 10  480 ± 20  490 ± 35  525 ± 35  
RSD, % 2% 2% 5% 4% 1% 2% 7% 2% 
%R 92 ± 4 97 ± 2 93 ± 4 103 ± 6 101 ± 2 96 ± 4 98 ± 7 105 ± 7 
 200 ng g-1 




202 ± 2   204 ± 8  198 ± 8  204 ± 6  
RSD, % 1% 3% 5% 3% 
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III.3.5. Ensayos de bioacumulación   
 
El método propuesto fue aplicado a la determinación del potencial de bioacumulación de 
cada analito en larvas de pez cebra. Para ello, se llevaron a cabo ensayos de 
bioacumulación como se describe en la sección  III.1. Instrumentación, reactivos y 
muestras. 
 
III.3.5.1. Medios de cultivo 
 
Se analizaron medios de cultivo de las larvas de pez cebra a diferentes tiempos de 
exposición a los fármacos para controlar la estabilidad de los mismos y determinar el 
contenido de ácido clofíbrico, ibuprofeno, naproxeno y diclofenaco, lo que permitiría 
establecer los factores de bioacumulación. Los ensayos de bioacumulación se llevaron a 
cabo a dos niveles de concentración de cada analito, 10 y 50 ng·mL-1. A 10 ng·mL-1, la 
concentración de cada compuesto permaneció constante durante las 48 horas del el 
período de absorción del ensayo. Sin embargo, a 50 ng·mL-1, se observó una clara 
disminución en la concentración de todos los fármacos testados después de 6 horas de 
exposición. Sin embargo, a 24 horas la concentración de los analitos aumentó 
considerablemente y permaneció constante durante el tiempo posterior. La Tabla III.14. 
muestra los resultados obtenidos para cada analito testado en los medios de exposición 
durante la fase de absorción (0, 6, 24, 43 y 48 horas) y la fase de depuración (50, 53, 56 y 
74 horas) a ambas concentraciones. Los resultados obtenidos están en consonancia con la 
aplicación del test 305 propuesto por la OECD, el cual requiere que la concentración de 
los analitos permanezca constante en el medio de exposición. Además, las soluciones 
control y las soluciones correspondientes a la fase de depuración fueron analizadas 
mediante CG-MS y no se observó ningún pico cromatográfico coincidente con el tiempo 
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Tabla III.14. Concentración nominal obtenida de cada analito testado en los medios de exposición 
durante la fase de absorción (0, 6, 24, 43 y 48 horas) y fase de depuración (50, 53, 56 y 74 horas a la 
concentración de 10 y 50 ng·mL-1.  
  Concentración nominal 10 ng·mL-1 Concentración nominal 50  ng·mL-1 
 Tiempo 
 (horas) 
[CFB] [IBU] [NP] [DC] [CFB] [IBU] [NP] [DC] 
Fase de 
absorción 
0 9 ± 2  10 ± 2  7 ± 1  10 ± 5  13 ± 2  14 ± 6  19.4 ± 0.3  23 ± 6  
6 10 ± 1  13 ± 3  9 ± 2  11 ± 1  15 ± 9  8 ± 6  9.6 ± 0.4  8 ± 3 
24 10 ± 2 11 ± 4 8 ± 1  12 ± 5  30 ± 2 35 ± 4 35 ± 1  32 ± 7 
45 9 ± 4 9 ± 2  8 ± 2  10 ± 3  27 ± 7 43 ± 3  33 ± 0.5  39 ± 8  
48 7 ± 4 9 ± 3  8 ± 3  10 ± 1  32 ± 7 35 ± 4  42 ± 1  48 ± 10  
Fase de 
depuración 
50 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
54 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
69 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
72 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
 
III.3.5.2. Larvas de pez cebra   
 
Las larvas de pez cebra fueron expuestas a los diferentes fármacos según se describe en la 
sección III.1. y se analizaron a diferentes tiempos de exposición tal y como se expone en 
la sección III.2 para la determinación de la concentración de ácido clofíbrico, ibuprofeno, 
naproxeno y diclofenaco presente en cada muestra. Los resultados obtenidos se 
muestran en la Tabla III.15. 
 
Tabla III.15. Concentración nominal obtenida de cada analito testado en larvas de pez cebra durante la 
fase de absorción (0, 6, 24, 43 y 48 horas) y fase de depuración (50, 53, 56 y 74 horas expuestas a los 
cuatro analitos de interés a la concentración de 10 y 50 ng·mL-1.  
  Concentración nominal 10 ng·mL-1 Concentración nominal 50  ng·mL-1 
 Tiempo 
 (horas) 
[CFB] [IBU] [NP] [DC] [CFB] [IBU] [NP] [DC] 
Fase de 
absorción 
0 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
6 34 ± 20 20 ± 2 66 ± 47 100 ± 57 34 ± 15 27 ± 27 67 ± 13 66 ± 6 
24 69 ± 4 43 ± 40 65 ± 56 87 ± 7 39 ± 13 26 ± 28 51 ± 3 55 ± 11 
45 67 ± 17 44 ± 4 96 ± 87 63 ± 23 43 ± 10 29 ± 26 45 ± 2 54 ± 13 
48 63 ± 2 43 ± 22 135 ± 17 76 ± 13 42 ± 7 31 ± 19 49 ± 1 57 ± 12 
Fase de 
depuración 
50 45 ± 14 63 ± 18 42 ± 3 56 ± 10 47 ± 12 63 ± 18 42 ± 3 56 ± 10 
54 49 ± 16 29 ± 27 41 ± 4 50 ± 14 40 ± 15 29 ± 27 41 ± 4 50 ± 14 
69 44 ± 8 27 ± 28 58 ± 7 48 ± 15 45 ± 7 27 ± 28 58 ± 7 48 ± 15 
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Los resultados obtenidos a ambas concentraciones mostraron unos valores de 
bioacumulación muy bajos para todos los analitos estudiados. La Figura III.9., muestra el 
cromatograma obtenido para una muestra de larva analizadas por GC-MS expuestas a 48 
horas a la concentración de 50 ng·mL-1 de ácido clofíbrico, ibuprofeno, naproxeno y 
diclofenaco en comparación con una muestra fortificada con 20 ng·mL-1 de cada analito. 
 
 
Figura III.9. Cromatograma obtenido por GC-MS de una muestra de larvas de pez cebra (10 mg) expuestas 
durante 48 horas a 50 ng·mL-1 de CFB, IBU, NP y DC (en azul) y larvas fortificadas con 20  ng·mL-1 de cada 
compuesto (en negro discontinuo). 
 
Como se observa en la Figura III.9., los cuatro analitos son identificados adecuadamente 
mediante el método propuesto. Acorde a estos resultados, los cromatogramas obtenidos 
muestran que a un tiempo de absorción de 48 horas no se observa un área significativa 
de ningún analito en las larvas analizadas indicativo de bioacumulación importante por 
comparación del cromatograma correspondiente a una muestra de larvas fortificadas a 
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III.3.5.3. Factores de bioacumulación 
 
Los factores de bioacumulación de cada fármaco se calcularon a partir de los 
experimentos llevados a cabo en el presente trabajo, ajustada la correspondiente curva 
cinética de variación de la concentración en función del tiempo a un modelo de primer 
orden (Figura III.10 a Figura III.14)43. Utilizando estos modelos y ajustando los datos 
experimentales obtenidos a las ecuaciones presentadas en la introducción (ecuaciones I.6 
y I.7), los factores de bioacumulación obtenidos fueron: 7,4 y 2,3 para ácido clofíbrico, 4,9 
y 1,1 para ibuprofeno, 9,3 y 1,9 para naproxeno y 7,9 y 2,0 para diclofenaco para 
concentraciones nominales, de 10 y 50 ng·mL-1, respectivamente, lo que indica como se 
ha indicado un potencial de bioacumulación bajo para los cuatro fármacos estudiados.  
 
 
Figura III.10. Variación de la concentración media encontrada en los ensayos de bioacumalación en larvas 
de pez cebra expuestas a la concentración de ácido clofibrico 10 ng·mL-1 y 50 ng·mL-1. 
 
  
Figura III.11. Variación de la concentración media encontrada en los ensayos de bioacumalación en larvas 
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Figura III.12. Variación de la concentración media encontrada en los ensayos de bioacumalación en larvas 
de pez cebra expuestas a la concentración de naproxeno a 10 ng·mL-1 y 50 ng·mL-1. 
 
  
Figura III.13. Variación de la concentración media encontrada en los ensayos de bioacumalación en larvas 
de pez cebra expuestas a la concentración de diclofenaco a 10 ng·mL-1 y 50 ng·mL-1. 
 
Acorde a la OECD, el principal criterio de acumulación viene definido por el valor del 
parámetro log Kow > 3, parámetro que manifiesta la tendencia de acumulación, lo cual es 
el caso de tres de los cuatro compuestos estudiados y, únicamente ácido clofíbrico, 
presenta un valor muy bajo de log Kow53. Este criterio puede ser erróneo cuando se trata 
de compuestos iónicos. Otros modelos más sofisticados como el propuesto por Arnot y 
Gobas44 que usan la aproximación QSAR, en la que establece los valores de log Kow y un 
número de factores de corrección pero no considera los parámetros relacionados con el 
peso molecular químico ni el tamaño de la sustancia química estudiada, o modificaciones 
del modelo utilizado en el cálculo de los factores de corrección introduciendo procesos de 
biotransformación que parecen sobreestimar los valores de BCF muy probablemente 
asociado al valor de pKa de los fármacos estudiados (pKa < 5) lo que haría que estuviesen 
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resulta un componente importante en el modelo que generalmente sobreestima los BCF 
para ácido clofíbrico, ibuprofeno, naproxeno y diclofenaco ya que la bioconcentración de 
las especies iónicas muestran una bioconcentración típica menor que la de los 
compuestos no ionizados149. Los resultados obtenidos por otros investigadores están de 
acuerdo con los resultados de este estudio, obteniendo valores bajos de los factores de 
bioacumulación (0.08-1.4) en estudios llevados a cabo en pez gordo (Pimephales 
promelas) y pez gato (Ictalarus punctatus) con ibuprofeno utilizando una concentración 
de 250 ng·mL-1 durante 28 días de exposición y 14 días de depuración150. 
 
Tabla III.16. Datos de bioacumulación de los fármacos estudiados*. 
 BCF 


























Lathi et al. 
(2011)155 




Músculo Músculo Plasma Plasma larvas 
Ácido clofíbrico 40,5 25,5 3,16 - - - - <0,1 - 2,3-7,4 
Ibuprofeno 967,4 400,2 3,16 500-1200 9 - 28 19 3,3-4,3 1,1-4,9 
Naproxeno 3107 1329 3,16 75-1285 4 - - - 1,6-1,9 1,9-9,3 
Diclofenaco 161,9 94,3 3,16 50-1213 7 0,4-50  4,2 4,9-5,7 2,0-7,9 
 
Otros autores indican que las tasas de absorción química cambian solo levemente para 
los ácidos débiles en los peces, principalmente debido a la reducción del pH en la 
superficie de las branquias y al hecho de que las moléculas ionizadas pueden contribuir a 
la captación debido a que se produce un gradiente importante de moléculas a través de 
las membranas156. Sin embargo, esta declaración no encaja muy bien con los datos 
experimentales obtenidos en este y otros estudios. 
 
El software EPI Suite de la Agencia de Protección Ambiental de EE.UU. (EPI Suite BCFWIN 
™, 2012) utiliza el programa BCFBAF, basado en el modelo Arnot-Gobas44. Este sistema 
tiene en cuenta el valor de DOW (la corrección de KOW para la fracción de la forma neutral 
para compuestos orgánicos ionizables, IOC), y así las predicciones son mucho más 
cercanas a los valores experimentales (Tabla III.16) y hace de esta metodología de 
predicción una herramienta muy sencilla para estimar los valores reales. Otro estudio 
indica que los BCF de diclofenaco, naproxeno e ibuprofeno en la bilis151 son 
aproximadamente 1000 veces más altos que otros valores; es evidente que la bilis es un 
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órgano mucho más propenso a la bioacumulación y no es muy representativo de la carga 
corporal total, pero se puede utilizar para fines de detección. 
 
Otro aspecto a tener en cuenta es la posible metabolización de estos fármacos y el 
comportamiento ambiental de los metabolitos. Algunos estudios han demostrado la 
presencia de metabolitos en concentraciones superiores a la de los compuestos 
parentales no metabolizados en truchas arcoíris (Oncorhynchus mykiss) expuestas 
durante 10 días a una mezcla de 5 productos farmacéuticos como diclofenaco, 
naproxeno, ibuprofeno, bisoprolol y carbamazepina155. Ortiz de García et al. publicó que 
un estudio basado en QSAR llevado a cabo para estudiar los posibles efectos adversos de 
96 Pharmaceuticals and Personal Care Products (PPCP) y metabolitos así como una 
clasificación basada en la preocupación que presentan, mostró que un alto número de 
compuestos metabolizados tienen una puntuación de preocupación igual o superior a la 















































Determinación de residuos farmacéuticos en 
alimentos y muestras medioambientales. 
Evaluación de su toxicidad con larvas de pez 
cebra. 
 
IV. Determinación de SSRI y sus 
metabolitos en muestras medioambientales y 
alimentarias. Evaluación del potencial de 
bioacumulación en larvas de pez cebra.  


























En este capítulo se describe el desarrollo de una metodología 
analítica que permite determinar antidepresivos SSRI (inhibidores 
de la recaptación de serotonina) como fluoxetina, sertralina, 
citalpram y paroxetina así como sus principales metabolitos 
(norfluoxetina, norsertralina y desmetilcitalopram). Determinación 
del potencial de bioacumulación de cada analito y sus metabolitos 
en larvas de pez cebra.  
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IV.1.INSTRUMENTACIÓN, REACTIVOS Y MUESTRAS 
 
El desarrollo de este método analítico requiere optimizar una etapa de extracción de los 
analitos, una etapa de limpieza o clean-up y una etapa de análisis mediante cromatografía 
de gases acoplada a espectrometría de masas.  
 
IV.1.1. Instrumentación  
 
El proceso de extracción, de los diferentes antidepresivos se realizó con una sonda de 
ultrasonidos Vibra Cell (VCx130), provista de una punta de titanio de 2 mm de diámetro y 
generador de alta frecuencia de 130W a 20 KHz. Para la limpieza de los extractos o etapa 
de clean-up se utiliza un vórtex Genie-2 (Scientific Industries) y una microcentrífuga 
modelo 5415R (Eppendorf). La evaporación del disolvente de los diferentes extractos se 
llevó a cabo empleando una caja de vacío acoplada a una bomba de vacío modelo 
N035AN.18 en la que se emplea N2 (N2 técnico X50S) y un evaporador constituido por una 
caja de vacío de 20 posiciones (VacElut 20-place vaccum, Varian). 
  
La separación y determinación de los analitos se lleva a cabo mediante análisis por 
cromatografía de gases, modelo 7890A (Agilent Technologies, Madrid, España), equipado 
con un inyector (autoinyector modelo HP 7683B Series) acoplado a un detector MSD de 
espectrometría de masas (detector HP 5975C VL MSD, Agilent Technologies, Madrid, 
España) dispuesto de un cuadrupolo como analizador de masas. El sistema GC-MS está 
equipado con una columna capilar de polidimetilsiloxano (95%) entrecruzada, ZB-5 (30 m 
x 0.25 mm I.D., 0.25 mm), de Phenomenex, usando helio (Pureza > 99.999%) a 1 mL·min-1 
como gas portador. Como software para el tratamiento de los resultados se utiliza el 
ChemStation de Agilent. Las condiciones instrumentales utilizadas en el desarrollo del 
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Tabla IV.1. Condiciones instrumentales utilizadas en el sistema cromatográfico de GC-MS para determinar 
antidepresivos del tipo SSRI. 
Tª de la fuente de iones 230ºC 
Tª Cuadrupolo 150ºC 
Tª línea de transferencia 280ºC 
Rango de masas (modo SCAN) m/z 50-550 
 
IV.1.2. Reactivos y soluciones estándar  
 
Las soluciones de stock de cada fármaco testado fueron preparadas en metanol y 
almacenadas en oscuridad a -18°C protegidas de la luz. Las soluciones de trabajo se 
preparan diariamente por dilución a partir de la solución stock en el mismo disolvente, 
metanol. Las soluciones stocks son estables, al menos, durante 2 meses.  
 
La Tabla IV.2. muestra los fármacos, reactivos (grado HPLC) y sorbentes utilizados en el 
desarrollo del método.  
 
Tabla IV.2. Fármacos, reactivos y sorbentes empleados en el desarrollo del método analítico. 
COMPUESTO Fórmula empírica/ CASA COMERCIAL 













Paroxetine hemihydrate (PAR) 
(3S-trans)-3-[(1,3-Benzodioxol-5-yloxy)methyl]-4-(4-
fluorophenyl)piperidine hydrochloride hemihydrate 
(Sigma Aldrich) 




Norsertraline hydrochloride solution (NSER) (Sigma Aldrich) 
Desmethylcitalopram hydrochloride solution 
(DCIT) 
(Sigma Aldrich) 
Fluoxetine D5 hydrochloride (FLX-d5) (Sigma Aldrich) 
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Sertraline D3 hydrochloride solution (SER-d3)  (Sigma Aldrich) 
Paroxetine D6 maleate solution (PAR-d6) (Sigma Aldrich) 
Heptafluorobutyric anhydride (HFBA) 
Perfluorobutyric anhydride 
Sigma Aldrich 




Acetato de etilo (AcOEt) (Lab-Scan) 
Metanol (MeOH) (Scharlab) 
Tolueno (Panreac) 
Hexano (Panreac) 
Silica gel (Agilent Technologies) 
C18 (Agilent Technologies) 
PSA (Agilent Technologies) 
Graphitized carbon black (GCB) (Sigma Aldrich) 
Zsep (Sigma Aldrich) 
Florisil (Sigma Aldrich) 
Agua MilliQ - 
 
 
IV.1.3. Muestras y experimentos de bioacumulación con larvas de pez cebra 
 
Para determinar el potencial de bioacumulación de antidepresivos SSRIs, es necesario 
desarrollar una metodología analítica que permita identificar y cuantificar fluoxetina, 
sertralina, paroxetina y citalopram y sus tres principales metabolitos, norfluoxetina, 
norsertralina y desmetilcitalopram en medios acuosos de cultivo, huevas de lumpo y, 
posteriormente, en larvas de pez cebra expuestas a estos contaminantes para determinar 
así el factor de bioacumulación de cada fármaco (BCF).  
 
Inicialmente la optimización del método analito requiere el empleo de muestras 
comerciales, habiéndose seleccionado huevas comerciales de lumpo (Cyclopterus lumpus) 
(almacenadas en nevera a 5 ± 3°C) procedentes de un supermercado de la localidad de 
Madrid. En el caso de los medios acuosos de cultivo, éstos se preparan de forma 
experimental manteniendo la concentración de sales estipulada en el en el test 305 de 
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bioconcentración, propuesto por la OECD en 2012 y en la ISO 7346-1 (294.0 mg·L-1 CaCl2·2 
H2O; 123.3 mg·L-1 MgSO4·7 H2O; 63.0 mg·L-1·NaHCO3; 5.5 mg·L-1 KCl)53, 123. 
 
Las muestras de larvas de pez cebra de los experimentos de bioacumulación fueron 
obtenidas de peces adultos, criados y mantenidos en el Centro Tecnológico AZTI (REGA 
ES489010006105), en condiciones estándar124. Los ensayos de bioacumulación se llevaron 
a cabo con larvas expuestas a los fármacos  tras 72 h de la fertilización (hdf). En esta 
etapa de desarrollo y hasta las 120 horas tras la fertilización, no se consideran animales 
de laboratorio y pueden mantenerse sin alimentación durante otras 24 horas. Las larvas, 
se mantienen en el medio acuoso de sales antes mencionado (294 mg de CaCl2·2H20, 
123,3 mg de MgSO4·7H2O, 63 mg de NaHCO3 y 5,5 mg de KCl en 1 L de agua destilada). 
Este medio de cultivo se utilizó como vía de exposición a los productos farmacéuticos 
testados en la presente Tesis Doctoral y es en este medio donde hay que determinar su 
contenido para calcular posteriormente el factor de bioacumulación de cada analito 
estudiado. 
 
Los experimentos de bioacumulación con las larvas de pez cebra se llevan a cabo bajo las 
condiciones descritas. Las larvas de pez cebra se obtienen tras 72 horas post fecundación 
y exposición durante 48 horas a una mezcla de los cuatro fármacos parentales (fluoxetina, 
sertralina, paroxetina y citalopram) a dos niveles de concentración. Además, otro 
experimento similar fue llevado a cabo con larvas expuestas a una mezcla de los tres 
metabolitos (norfluoxetina, norsertralina y desmetilcitalopram). La concentración 
nominal de cada compuesto fue establecida en base al test 305 de la OECD53. En esta guía 
se establece que la concentración de exposición debe ser el 1% y el 0.1% del valor LC50 de 
cada analito siempre que límite de detección del método permita su determinación. Los 
valores de LC50 que se han encontrado en la literatura, en el caso de fluoxetina son de 
0.51, 0.024 y 0.7 mg·L-1 en varias especies de crustáceos, algas y peces, 
respectivamente158. Otros investigadores establecen valores de 0.12, 3.9 y 0.58 mg·L-1 
para sertralina, citalopram y paroxetina en test llevados a cabo con crustáceos159. En 
experimentos con peces (P. promelas) se estableció un valor de EC50 de 705 g·L-1 para 
fluoxetina y  valores de LC50 en ensayos a 48 horas de 212, 198 y 216 g·L-1 dependiendo 
de su estequiometría (la mezcla racémica, el enantiomero R- y el S-, respectivamente)158. 
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Dado que en la bibliografía se han encontrado una gran variabilidad y dispersión entre 
valores de LC50, se han seleccionado los dos niveles de concentración para llevar a cabo 
los ensayos de bioacumulación basándose en los límites de detección del método 
desarrollado (extremo también recogido como posibilidad en la guía OCDE 305): 
 
a) En el caso de los compuestos parentales (fluoxetina, sertralina, paroxetina y 
citalopram), se seleccionan concentraciones de 300 ng·mL-1 y 80 ng·mL-1. 
 
b) Como no se encontraron valores de LC50 para los tres metabolitos de interés, se 
establecen concentraciones similares a la de sus compuestos parentales acorde a 
los límites de detección y cuantificación del método desarrollado: 300 ng·mL-1 y 80 
ng·mL-1 para desmetilcitalopram y, en el caso de norfluoxetina y norsertralina, los 
estudios de exposición se llevan a cabo a 100 ng·mL-1 y 50 ng·mL-1. 
 
En todos los ensayos de bioacumulación, los medios de exposición se actualizan cada 24 
horas para asegurar que la concentración de exposición nominal permanece constante. 
Para cada ensayo, se recogen tres réplicas de muestras constituidas por 20 larvas del 
tanque a diferentes tiempos: 0, 6, 24, 45 y 48 horas y se almacenan en condiciones de 
ultracongelación hasta su análisis. La concentración de los analitos de interés se 
determina tanto en los medios de exposición como en las larvas expuestas recogidas a los 
diferentes tiempos durante todo el experimento. 
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IV.2. METODOLOGÍA ANALÍTICA   
 
Para tratar los tres tipos diferentes de muestras (medio acuoso de exposición, huevas de 
pescado y larvas de pez cebra, es necesario desarrollar las metodologías analíticas para 
cada tipo de muestra que se describen a continuación. 
 
IV.2.1. Medios de cultivo 
 
En el caso de los medios de cultivo, se llevó  a cabo una extracción líquido-líquido usando 
1 mL de tolueno como disolvente de extracción. Para ello, 500 µL del medio de cultivo se 
extrae con 1000 L de tolueno y se agita en vórtex durante 30 segundos. Previamente, se 
añadieron 8 ng de Paroxetine D6 maleato (Par-D6) a todas las muestras como estándar 
interno (SI). A continuación, la fase orgánica se separa de la fase acuosa y el contenido 
orgánico se evapora hasta sequedad bajo condiciones de vacío. Tras la etapa de 
evaporación, se añadieron 100 L de HFBI para la derivatización de todos los analitos a 
85°C durante 30 minutos. Posteriormente, se lleva a cabo una segunda extracción líquido-
líquido añadiendo 500 L de agua y 2 mL de tolueno para eliminar la cantidad de 
derivatizante en exceso y posibles interferencias de la matriz. Se transfiere el contenido 
orgánico a un vial de HPLC, se evapora hasta sequedad en condiciones de vacío y el 
extracto seco se redisuelve en 80 L de tolueno. Finalmente, se inyecta 1 L del extracto 
derivatizado y analiza por GC-MS en modo SIM. El esquema del procedimiento analítico 
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Figura IV.1. Esquema general del procedimiento analítico desarrollado para la determinación de 
fluoxetina, sertralina, citalopram, paroxetina y sus metabolitos (norfluoxetina, norsertralina y 
desmetilcitalopram) en medios de exposición mediante GC-MS. 
 
VI.2.2. Huevas de lumpo  
 
Aproximadamente 10 mg en peso húmedo de huevas de lumpo se fortificaron con una 
solución que contiene fluoxetina, sertralina, citalopram y paroxetina y sus metabolitos, 
norfluoxetina, norsertralina y desmetilcitalopram a una concentración de 240 ng·g -1 y 
100 ng·g -1 de Par-D6 como IS. Las muestras fueron extraídas con 500 L de acetonitrilo 
asistido con sonda de ultrasonidos durante 1 minuto y amplitud de 40%. El extracto fue 
centrifugado durante 15 minutos a 15°C y velocidad de centrifugación de 14 rcf. Estas 
condiciones se optimizaron en estudios previos del grupo de investigación76-78, 143.  
 
El residuo se desechó y el sobrenadante fue transferido a un eppendorf para proceder a 
su limpieza o clean-up, utilizando extracción en fase sólida dispersiva con C18. Se adiciona 
0.1 g de C18 al extracto de la muestra y se mezcla con ayuda de un vórtex durante 20 
segundos para favorecer la extracción. A continuación, el extracto se centrifugó durante 
15 minutos, a 15°C y 14 rcf como velocidad de centrifugación. El contenido orgánico se 
transfiere a un vial ámbar de HPLC de 4 mL con el objetivo de evaporar el extracto hasta 
sequedad en condiciones de vacío. Sobre el extracto seco, se añaden 100 L de HFBI y la 
muestra se calienta a 85°C durante 30 minutos. Por último, se lleva a cabo una extracción 
líquido-líquido para eliminar el exceso de derivatizante y posibles interferencias. Para ello, 
se añadieron 500 L de agua y 2 mL de tolueno y la fase orgánica se transfiere a un vial de 
HPLC, la cual se evapora hasta sequedad en condiciones de vacío y el extracto seco se 
IV.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
- 128 - 
 
redisuelve en 80 L de tolueno. Finalmente, se inyecta 1 L del extracto final derivatizado 
y se analiza por GC-MS en modo SIM.  
 




Figura IV.2. Esquema general del procedimiento analítico desarrollado para la determinación de 
fluoxetina, sertralina, citalopram, paroxetina y sus metabolitos (norfluoxetina, norsertralina y 
desmetilcitalopram) en huevas de lumpo mediante GC-MS. 
 
IV.2.3. Larvas de pez cebra 
 
Las muestras de larvas de pez cebra constituidas por 20 larvas cada una (peso aproximado 
de 10 mg) fueron fortificadas con 100 ng·g-1 de cada analito a partir de una disolución 
conjunta con los cuatro compuestos parentales y tres metabolitos seleccionados, y 800 
ng·g-1 de estándar interno. En este caso se adicionaron 500 L de acetonitrilo a todas las 
muestras y la etapa de extracción se favoreció con la ayuda de una sonda de ultrasonidos 
durante 1 minutos y 40% de amplitud. Los extractos se centrifugaron y purificaron con 0.1 
g de C18, que se mezcla con ayuda de un vórtex durante 20 segundos para favorecer la 
extracción. A continuación, el extracto se centrifugó durante 15 minutos, a 15°C y 14 rcf. 
El contenido orgánico se transfiere a un vial ámbar de HPLC de 4 mL con la finalidad de 
evaporar el extracto hasta sequedad en condiciones de vacío. Sobre el extracto seco, se 
añaden 100 L de HFBI y la muestra se calienta a 85°C durante 30 minutos. Por último, los 
analitos derivatizados fueron reextraidos con 500 L de agua y 2 mL de tolueno. La fase 
acuosa se desecha y la fase orgánica se transfiere a un vial de HPLC, la cual se evapora 
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hasta sequedad y el extracto seco se redisuelve en 80 L de tolueno. Finalmente, se 
inyecta 1 L del extracto final y se analiza por GC-MS en modo SIM. 
 




Figura IV.3. Esquema general del procedimiento analítico desarrollado para la determinación de 
fluoxetina, sertralina, citalopram, paroxetina y sus metabolitos (norfluoxetina, norsertralina y 
desmetilcitalopram) en larvas de pez cebra mediante GC-MS. 
 
IV.2.4. Validación del método analítico desarrollado 
 
Los métodos analíticos desarrollados para la determinación de los antidepresivos fueron 
evaluados en términos de linealidad, precisión, recuperación y límites de detección y 
cuantificación en blancos de muestras fortificadas con una mezcla de compuestos 
parentales y sus metabolitos. Las muestras analizadas (medio de exposición, huevas de 
lumpo y larvas de pez cebra) fueron tratadas según los métodos descritos en la sección 
IV.2. Metodología analítica. La evaluación de los diferentes parámetros de la validación 
del método analítico permite estimar la existencia de efecto matriz por comparación 
entre curvas de calibrado externo con calibrado en presencia de la matriz.  
 
 Linealidad y efecto matriz: 
 
Los analitos se extraen con los métodos descritos en las Figuras IV.1., IV.2. y IV.3. La 
linealidad se estudia a partir de un calibrado externo y otro en presencia de la matriz 
dopando muestras con concentraciones crecientes a partir de disoluciones preparadas 
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diariamente en el intervalo seleccionado. En el caso de los medios de cultivo, la 
calibración se llevó a cabo entre 10-200 ng·mL-1 en medios de cultivo (usando 100 ng·mL-1 
de PAR-d6 como patrón interno), 80-1200 ng·g-1 en huevas de pescado y 80-1600 ng·g-1 
en larvas de pez cebra (usando 800 ng·g-1 de Par-d6 como patrón interno) para todos los 
analitos. Las muestras se almacenaron en condiciones de oscuridad y en nevera durante 
aproximadamente 24 horas, para permitir la interacción analito-matriz. Finalmente, los 
analitos se extrajeron y analizaron por GC-MS bajo las condiciones descritas en la sección 
IV.2. Metodología analítica. La presencia de picos interferentes se evaluó mediante el 
estudio de cada cromatograma a cada m/z seleccionada previamente para cada analito.  
 
A partir de las rectas de calibrado, LODs y LOQs fueron obtenidos para cada analito 
testado, teniendo en cuenta señales de 3 o 10 la desviación estándar del punto inferior de 
la recta del calibrado en presencia de la matriz, respectivamente, con respecto a la 
pendiente de la recta de calibrado. 
 
 Límites de detección y cuantificación: 
 
El límite de detección y cuantificación fue calculado a partir de la relación señal ruido, 
empleando valores de 3 y 10, respectivamente. Se utilizan blancos dopados a la 
concentración más baja de cada uno de los analitos en los tres tipos de muestras 





Los experimentos de recuperación (n = 6) se llevan a cabo usando muestras fortificadas a 
dos niveles de concentración a partir de una solución conjunta de todos los analitos a 
testar: 30 y 70 ng·mL-1 en medios acuosos de cultivo, 240 y 560 ng·g-1 en huevas de 
pescado y 240 y 560 ng·g-1 en larvas de pez cebra. A todas las muestras analizadas se 
adicionó  estándar interno (PAR-d6) a una concentración de 100 ng·mL-1 en medios 
acuosos de cultivo y 800 ng·g-1 en huevas de pescado y larvas de pez cebra. La 
recuperación se evalúa utilizando un calibrado en presencia de la matriz para cada analito 
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analizado, teniendo en cuenta áreas de pico relativas al área del estándar interno, 
obteniendo la concentración encontrada interpolando la relación de área entre analito y 
estándar interno sobre la recta de calibrado representada y comparando con el valor de 




La precisión del método se determina a partir del análisis de seis extractos (n = 5) en el 
mismo día (precisión intra-day) y cinco muestras en tres días diferentes (n = 15) (precisión 
inter-day). Los extractos se obtienen a partir de muestras fortificadas con todos los 
analitos a la concentración de 30 ng·mL-1 y 70 ng·mL-1, 240 y 560 ng·g-1 en huevas de 
lumpo y 240 ng·g-1 y 560 ng·g-1 en larvas de pez cebra. Los resultados se calculan como 
desviación estándar relativa y coeficiente de variación (RSD, %). 
 
2.5. Factores de bioconcentración 
 
El factor de bioconcentración (BCF) se estimó como la relación entre la concentración del 
compuesto en el organismo en el momento máximo de exposición (48 horas) y el valor de 
concentración media encontrada en el medio de exposición a 48 horas. Cuando no se 
alcanza el estado estacionario, los valores de BCFk se pueden calcular a partir del modelo 
de primer orden de dos compartimentos (medio y organismo acuático)43, 55 que describe 
los procesos de captación y depuración como se recoge en el Capítulo I. Introducción. 
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IV.3.1. Optimización de las condiciones de separación 
 
El análisis de antidepresivos a nivel de trazas por cromatografía de gases requiere 
procesos de derivatización previos debido a que son compuestos polares, térmicamente 
inestables y de baja volatilidad139. En el caso de los SSRIs, disponen de grupos amino por 
lo que el análisis por GC es insatisfactorio debido al mecanismo de adsorción y 
descomposición en la columna cromatográfica. Estas propiedades se mejoran con la 
derivatización, especialmente para disminuir su polaridad. Hay varios tipos de 
derivatización para estos compuestos: reacciones de acilación usando reactivos 
derivatizantes como ácido heptafluorobutírico (HFBA) o heptafluorobutirilimidazol (HFBI) 
o deshidratación de alcoholes terciarios para eliminar posibles puentes de hidrógeno, lo 
cual permite obtener mejores formas de pico de los compuestos derivatizados. En este 
tipo de reacciones, un átomo de hidrógeno lábil unido a un átomo de nitrógeno, se 
reemplaza por un grupo menos lábil y de menor polaridad160-161.  
 
En el presente trabajo, se seleccionó la derivatización mediante acilación como la más 
adecuada. La reacción derivatizante elegida fue la heptafluorobutirilación usando HFBA o 
HFBI como reactivos derivatizantes. Este tipo de reacción permite obtener compuestos 
derivados menos polares y más volátiles y con tiempos de retención menores debido a la 
estabilidad de los derivados que se forman. Además, como el agente derivatizante tiene 
siete átomos de flúor en su estructura, los compuestos que se forman tras la 
derivatización presentan mayor señal y, por tanto, mayor sensibilidad.  
 
En este trabajo, se evaluaron dos reactivos derivatizantes: HFBI y HFBA. El uso de HFBI no 
permite derivatizar compuestos con aminas terciarias como el citalopram, pero este 
reactivo puede reaccionar con compuestos que presenten aminas primarias y secundarias 
en su estructura162. Para este propósito, se ensayaron soluciones de cada analito a la 
concentración de 1 y 5 g·mL-1 preparadas en acetona con los dos reactivos 
derivatizantes. La reacción con HFBA se incubó a 50°C durante 30 minutos, acorde a las 
condiciones descritas en la literatura161. Sin embargo, la reacción de derivatización con 
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HFBI fue incubada a 85°C durante 30 minutos teniendo en cuenta estudios previos162. En 
este último caso, es necesario incluir una etapa de extracción líquido-líquido adicionando 
500 L de agua y 2 mL de tolueno sobre el extracto seco que se obtiene tras evaporar la 
cantidad adicionada de la solución inicial para eliminar el exceso de derivatizante. Los 
compuestos derivatizados se extraen a la fase orgánica y el exceso de reactivo 
derivatizante y otros subproductos de la reacción quedan retenidos en la fase acuosa. 
Una vez inyectados los extractos en el cromatógrafo de GC-MS e identificados (en modo 
SCAN) cada uno de los analitos mediante los tiempos de retención tR y las relaciones m/z 
en los cromatogramas obtenidos mostraron áreas más bajas usando HFBA como agente 
derivatizante en comparación con las áreas obtenidas al derivatizar con HFBI. Por tanto, el 
HFBI fue seleccionado como derivatizante óptimo para los estudios posteriores. 
 
Con objeto de disminuir el tiempo del análisis, la eficiencia del reactivo derivatizante HFBI 
fue evaluada eliminando la etapa de evaporación previa a la etapa de derivatización, 
adicionando el reactivo a cada solución de antidepresivos en proporción 50:50 o 70:30 
(v/v). En ambos casos, las señales obtenidas fueron muy inferiores a las alcanzadas 
cuando el reactivo derivatizante se adiciona sobre el extracto seco. Como conclusión, la 
reacción de derivatización debe llevarse a cabo sobre el extracto seco después de la etapa 
de evaporación.  
 
Otro parámetro evaluado fue la cantidad óptima de derivatizante. Para ello, se 
adicionaron distintos volúmenes de HFBI sobre el extracto previamente evaporado: 50 L, 
75 L y 100 L. Los resultados obtenidos para 50 L y 75 L fueron similares. Sin 
embargo, los mejores resultados, para todos los analitos, fueron obtenidos usando 100 L 
de reactivo derivatizante en términos de valores de área, interferencias y sensibilidad. 
 
IV.3.2. Identificación y cuantificación de SSRIs 
 
Los compuestos parentales (fluoxetina, sertralina y paroxetina) así como sus metabolitos 
(norfluoxetina, norsertralina y desmetilcitalopram) fueron derivatizados usando 100 L 
de HFBI, a excepción de citalopram, el cual puede ser analizado sin derivatización previa. 
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Este compuesto no presenta grupos amino derivatizables y tiene un bajo punto de 
ebullición.  
 
Una vez seleccionado el reactivo derivatizante óptimo y el volumen adecuado del mismo, 
fueron evaluadas varias rampas de temperatura con el objetivo de obtener una 
separación y perfil cromatográfico adecuado. El programa de temperatura seleccionado 
se describe en Tabla IV.3.  
 
Tabla IV.3. Gradiente de temperatura optimizado para el análisis de SSRIs. 
Rampa Temperatura (°C) Tiempo de espera (min) 
- 90°C 1 min 
15°C/min 180°C 2 min 
15°C/min 300°C 1.5 min 
 
 
Para la identificación de los analitos de interés en muestras acuosas, huevas de lumpo y 
larvas de pez cebra, se compararon los tiempos de retención de cada analito en las 
diferentes muestras con respecto a soluciones estándar. Los siete analitos fueron 
separados en aproximadamente 18.5 min obteniendo un cromatograma libre de  
interferencias (Figura IV.4.) a los tiempos de retención de los analitos testados en modo 
SIM.  
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Figura IV.4. Cromatograma obtenido del análisis de una solución estándar de SSRIs a una concentración 
de 20 ng·mL-1 de cada analito. 
 
Los tiempos de retención así como las m/z seleccionadas para cada analito se muestran 
en la Tabla IV.4. Estos valores se obtuvieron del análisis de una disolución estándar de 
cada analito a una concentración de 1 y 5 μg·mL-1 en modo SCAN, confirmando cada 
tiempo de retención y m/z de cada compuesto de forma individual en modo SIM. Los 
valores m/z obtenidos, están en concordancia con lo encontrado en la literatura26.  
 
Tabla IV.4. Valores de tR y m/z obtenidos para cada SSRI parental y sus metabolitos mediante GC-MS. 
Substancia tR (min)  Detected m/z 
Fluoxetina 13.433 117, 169, 240, 344 
Sertralina 16.575 274, 276, 501 
Paroxetina 17.426 109, 135, 525 
Citalopram 15.975 58, 238, 324 
Norfluoxetina 12.938 117, 330 
Norsertralina 15.776 274, 276 
Desmetilcitalopram 17.000 238 
 
La cuantificación de cada analito se realizó empleando un calibrado de patrón interno. 
Para ello, se evaluaron varios estándares y se seleccionaron varios compuestos de 
estructura similar a los fármacos estudiados entre los que se encuentran efedrina, 
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linuron, metanefrina, ritodrina, terbutalina y proterenol. Además, otros compuestos 
disponibles en el laboratorio fueron evaluados, como triclosán, diclofenaco, ibuprofeno, 
naproxeno y ácido clofíbrico, analizados bajo las condiciones de derivatización 
optimizadas en la sección IV.3.1. Los resultados sólo fueron satisfactorios para efedrina y 
ritrodrina en modo SCAN y modo SIM, pero ambos compuestos fueron descartados por 
presentar una precisión pobre con valores de área muy dispares en las soluciones 
evaluadas. Por este motivo, se estudiaron compuestos deuterados diferentes y similares a 
los analitos de interés. En este caso, se seleccionaron sertralina- d3, paroxetina-d6 y 
fluoxetina –d6 para el estudio por su similitud en su estructura y propiedades físico-
químicas a los fármacos parentales y sus metabolitos. Para ello, se prepararon soluciones 
de cada estándar deuterado a la concentración de 1 y 5 g·mL-1 de cada compuesto en 
metanol. Los extractos fueron evaporados hasta sequedad y se adicionaron 100 L de 
HFBI para derivatizar los analitos a 85°C durante 30 minutos. El extracto final se analizó 
por GC-MS y se obtuvieron los espectros de masas a partir del análisis por GC-MS en 
modo SCAN, obteniendo así las relaciones de m/z necesarias para poder identificar y 
cuantificar cada analito. En el caso del estándar sertralina-d6 y fluoxetina-d6, coinciden 
con las m/z de los compuestos de los que derivan, en este caso, sertralina y fluoxetina, 
respectivamente, por lo que no se puede discernir el área que proviene del compuesto 
deuterado del parental. Además, las señales de área obtenidas en cada caso no permitían 
obtener bajos LOD ni LOQ en cada analito y las señales obtenidas no fueron reproducibles 
en las diferentes inyecciones llevadas a cabo. Sin embargo, para paroxetina-d6, fue 
posible discernir entre paroxetina y paroxetine-d6 y establecer m/z diferentes que 
permitan extraer el cromatograma en modo SIM a cada m/z y obtener un pico 
cromatográfico con una señal suficiente para poder ser cuantificada a pesar de presentar 
el mismo tiempo de retención. Los valores de área obtenidos fueron satisfactorios 
utilizando paroxetina-d6 por lo que fue elegido como estándar interno para todos los 
estudios siguientes. Por tanto, de los tres compuestos deuterados, se seleccionó 
Paroxetine-d6 como estándar interno óptimo debido a que ofrece elevada señal en 
términos de área y, por tanto, buena sensibilidad, tiempos de retención adecuados 
acorde a los obtenidos para los compuestos parentales y sus metabolitos, señales 
reproducibles y respuesta lineal a los antidepresivos SSRI en todo el rango de 
concentración evaluado. 
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A partir de estos datos, desarrollamos un método SIM utilizando los tR y las masas de cada 
analito, los cuales se recogen en la Tabla IV.4. para cuantificar los analitos testados, 
usando la suma de área de los iones seleccionados para cada compuesto27-28. La Figura 
IV.5. muestra un cromatograma de una solución que contiene 20 ng·mL-1 de todos los 
analitos estudiados derivatizados y 50 ng·mL-1 de Par-d6 como estándar interno. Como 
puede observarse, todos los analitos analizados se separan en un tiempo de 
cromatograma inferior a 18.5 minutos. En el caso del estándar interno, las m/z 
seleccionadas fueron: 111, 137, 531, obteniéndose a un tiempo de retención coincidente 
con paroxetina. Para obtener el área de cada compuesto, es necesario extraer el 
cromatograma al valor de m/z de interés. La contribución del estándar interno será la 




Figura IV.5. Cromatograma obtenido por GC-MS de una solución estándar de los cuatro compuestos 
parentales y tres metabolitos a 20 ng·mL-1 y estándar interno a 50 ng·mL-1. 
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IV.3.3. Optimización de la etapa de extracción y clean-up 
 
La preparación de las distintas muestras, medios de cultivo, huevas de lumpo y larvas de 
pez cebra, consta fundamentalmente de dos etapas: 
 
a) Extracción de los analitos de la matriz de cada muestra con un disolvente 
orgánico. 
 
b) En huevas de lumpo y larvas de pez cebra, es necesario llevar a cabo una etapa de 
clean-up de los extractos en las muestras ya tratadas con el disolvente orgánico, la 
cual permite reducir la presencia de interferencias y el efecto matriz en la 
cuantificación de los mismos. 
 
La optimización de los distintos procedimientos se realizó basándose en las 
recuperaciones obtenidas de la señal obtenida para los compuestos en las muestras 
tratadas con el método desarrollado respecto a la señal obtenida de los patrones de cada 
analito. Las recuperaciones se calcularon en porcentaje total estableciendo la relación de 
área de pico del analito con respecto al área de pico del estándar interno.   
 
IV.3.3.1. Medios de cultivo 
 
En el caso de los medios de cultivo, la extracción de los siete fármacos se llevó a cabo 
mediante una extracción líquido-líquido (LLE). Se evaluaron como disolventes tolueno y 
acetato de etilo (1000 L), los cuales se utilizaron para extraer 500 L de medio de cultivo 
fortificado con 30 ng·mL-1 de cada fármaco y 100 ng·mL-1 de paroxetina-d6. Los resultados 
obtenidos para cada solvente se incluyen en la Tabla IV.5., en donde se muestra que las 
recuperaciones obtenidas usando tolueno como solvente de extracción son superiores en 
comparación con los resultados obtenidos con acetato de etilo. Además, los extractos de 
muestra analizados obtenidos tras la extracción con este solvente orgánico permitieron 
obtener cromatogramas más limpios. Este hecho junto con los % de recuperación más 
elevados en comparación con los obtenidos usando acetato de etilo, hace que sea 
seleccionado como solvente de extracción óptimo en los medios de cultivo testados.  
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Tabla IV.5. Recuperaciones (%) y CV (%) obtenidas para cada analito testado en medios de cultivo (500 
L) fortificados con 30 ng·mL-1 de cada analito y 100 ng·mL-1 de estándar interno usando diferentes 
solventes de extracción (n = 3). 
%R Tolueno AcOEt 
Fluoxetina 91 ± 9 100 ± 3 
Norfluoxetina 82 ± 13 43 ± 7 
Sertralina 95 ± 7 59 ± 2 
Norsertralina 114 ± 10  69 ± 2 
Citalopram 87 ± 5 27 ±  5 
Desmetilcitalopram 89 ± 6 67 ± 5  
Paroxetina 70 ± 2 81 ± 1 
 
IV.3.3.2. Huevas de lumpo 
 
Para el tratamiento de huevas de lumpo, una extracción en fase sólida dispersiva se 
seleccionó como método para extraer y limpiar los extractos. Para favorecer la extracción, 
la sonda de ultrasonidos se ha empleado (tiempo de sonicación: 60s, amplitud: 40%), en 
donde las condiciones se han establecido en base a trabajos previos del grupo de 
investigación76,143. Se utilizaron blancos de huevas de lumpo comerciales (10 mg) y huevas 
de lumpo fortificadas con 240 ng·g-1 de fluoxetina, sertralina, paroxetina y citalopram y 
sus metabolitos, norfluoxetina, norsertralina y desmetilcitalopram en la misma 
concentración que sus compuestos parentales. En todas las muestras analizadas, se 
adicionaron 800 ng·g-1 de paroxetina-d6 como estándar interno. Tanto los blancos sin 
fortificar como las muestras fortificadas fueron tratadas con diferentes disolventes 
orgánicos: metanol, acetonitrilo y acetato de etilo, elegidos para este estudio acorde a la 
literatura existente141,145,163. Todos estos experimentos se realizaron con el absorbente 
C18 como etapa de limpieza que posteriormente se optimizará. Los resultados obtenidos 
se muestran en la Tabla IV.6., y como se puede observar las recuperaciones obtenidas 
con metanol o acetato de etilo como solvente de extracción fueron más bajas en 
comparación a los valores obtenidos con acetonitrilo, que da lugar a recuperaciones 
comprendidas entre 89-115% para todos los analitos estudiados. Todos los resultados se 
calcularon considerando la relación entre el área de pico de cada analito con respecto al 
área de pico del estándar interno. Además, los cromatogramas obtenidos con este último 
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disolvente fueron muy limpios y no mostraron interferencias a los tiempos de retención 
de los distintos SSRI. 
 
Tabla IV.6. Recuperaciones (%) y CV (%) obtenidas para cada analito testado en huevas de lumpo (10 mg) 
fortificados con 240 ng·g-1 de cada analito y 800 ng·g-1 de estándar interno usando diferentes disolventes 
de extracción (n = 3). 
 AcN MeOH AcOEt 
Fluoxetina 108 ±  1 87 ± 3 100 ± 3 
Norfluoxetina 105 ± 12   104 ± 5  43 ± 7 
Sertralina 98 ± 8 113 ± 4 59 ± 2 
Norsertralina 115 ± 10  48 ± 4 69 ± 2 
Citalopram 89 ± 9  108 ± 5  27 ±  5 
Desmetilcitalopram 98 ± 4  77 ± 3 67 ± 5  
Paroxetina 109 ± 6 87 ± 1 81 ± 1 
 
  
Para eliminar el efecto matriz y el contenido lipídico coextraído, es necesario optimizar 
una etapa de limpieza o clean-up con un sorbente adecuado. Para este propósito, un se 
llevó a cabo un método de d-SPE ensayando con  0.1 g de varios sorbentes comerciales: 
C18, PSA, Z-sep (C18 modificado con Zirconio se recomienda para muestras con contenido 
lipídico, por debajo de un 15%), Florisil y carbón grafitado. El absorbente correspondiente 
se adicionó a los extractos de las muestras de huevas de lumpo fortificadas con 240 ng·g-1 
de cada analito y 800 ng·g-1 de estándar interno. Las muestras se analizaron mediante CG-
MS con el método optimizado y se evaluó el sorbente óptimo en términos de ausencia de 
interferencias y recuperaciones. Aunque con el PSA, el Z-sep y el carbón presentan un 
cromatograma limpio, las recuperaciones obtenidas para la mayoría de los analitos 
fueron muy bajas (ver Tabla IV.7.). Por el contrario, las recuperaciones encontradas 
cuando se utiliza C18 como sorbente fueron en todos los casos superiores al 90%. En 
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Tabla IV.7. Recuperaciones (%) obtenidas para cada analito testado en huevas de lumpo (10 mg) 
fortificados con 240 ng·g-1 de cada analito y 800 ng·g-1 de estándar interno usando diferentes sorbentes 
en la etapa de clean-up (n = 3). 
 C18 Carbon PSA Zsep 
Fluoxetina 93 ± 11 79 ± 19  65 ± 2  24 ± 4  
Norfluoxetina 93 ± 9   66 ± 6   81 ± 4 93 ± 29 
Sertralina 99 ± 4 32 ± 8  66 ± 11   11 ± 3   
Norsertralina 106 ± 7 103 ± 15  75 ± 9   73 ± 2   
Citalopram 93 ± 8  40 ± 2   70 ± 22    38 ± 12    
Desmetilcitalopram 108 ± 14  87 ± 11   67 ± 4 22 ± 4  
Paroxetina 90 ± 1 21 ± 12  63 ± 3  29 ± 2  
 
IV.3.3.3. Larvas de pez cebra 
 
El método propuesto en huevas de lumpo fue aplicado a la determinación de los cuatro 
fármacos antidepresivos y tres metabolitos en larvas de pez cebra. Para ello, se preparan 
muestras control, (en ausencia de contaminantes, constituidas por 15-20 larvas con un 
peso húmedo  de 10 mg) y muestras fortificadas a un nivel de concentración de 240 ng·g-1 
de cada analito y 800 ng·g-1 de paroxetina-d6. Los resultados mostraron la efectividad del 
método propuesto y no se observaron picos interferentes en los cromatogramas a los 
tiempos de retención de los cuatro compuestos testados. En la Tabla IV.8. se muestran 
los valores de recuperación obtenidos para los SSRIs y sus metabolitos en larvas de pez 
cebra aplicando el método propuesto. 
 
Tabla IV.8. Recuperaciones (%) obtenidas para cada analito testado en larvas de pez cebra (10 mg) 
fortificadas con 240 ng·g-1 de cada analito y 800 ng·g-1  de estándar interno (n = 3). 
COMPUESTO %R 
Fluoxetina 91 ± 9 
Norfluoxetina 93 ± 5 
Sertralina 101 ± 6 
Norsertralina 103 ± 7 
Citalopram 96 ± 9 
Desmetilcitalopram 102 ± 3  
Paroxetina 99 ± 4 
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IV.3.4. Validación de la metodología analítica propuesta 
 
La validación de los métodos analíticos propuestos se realizó  examinando los siguientes 
parámetros de calidad: linealidad, efecto matriz, límites de detección y de cuantificación, 
exactitud a través de la recuperación y precisión en diferentes muestras analizadas: 
medio de cultivo, huevas de lumpo comercial y larvas de pez cebra.  
 
 Linealidad y efecto matriz: 
 
La linealidad fue evaluada a partir de un calibrado empleando patrón interno en el 
intervalo comprendido entre 80-1200 ng·g-1 de cada analito en huevas de lumpo, 80-1600 
ng·g-1 en larvas de pez cebra fortificada (usando 800 ng·g-1 de Par-d6 como estándar 
interno en ambos tipos de muestras) y 10-200 ng·mL-1 en medios de cultivo (usando 100 
ng·mL-1 de paroxetina-d6). Los coeficientes de correlación fueron obtenidos para todos los 
analitos estudiados, siendo en todos los casos >0,995- El posible efecto matriz se evaluó 
comparando las pendientes del calibrado externo con un calibrado en presencia de las 
diferentes matrices: medios de cultivo, huevas de lumpo y larvas de pez cebra. Se observó 
efecto matriz en huevas de lumpo para todos los analitos testados (Tabla IV.9.), el cual 
fue minimizado por la adición de C18 como sorbente en la etapa de clean-up. Sin embargo, 
para la evaluación de las recuperaciones, se prepararon calibrados en presencia de la 
matriz y la cuantificación de los analitos se obtuvo por interpolación de la relación de 
señales entre el analito de interés y el estándar interno en cada uno de ellos. Los analitos 
fueron extraídos y analizados por GC-MS bajo las condiciones descritas en la sección IV.2.  
 
 Límites de detección y cuantificación: 
 
Se obtuvieron LODs y LOQs para cada analito a partir de blancos de muestras fortificadas 
al nivel más bajo de cada analito en la correspondiente muestra del calibrado sobre 
matriz: 10 ng·mL-1 en muestras acuosas y 80 ng·g-1 en huevas de lumpo y larvas de pez 
cebra. Los resultados de LODs fueron entre 0.3-2.3 ng·mL-1, 6.4-62.4 ng·g-1 y 6.6-26.4 ng·g-
1 en medios de cultivo, huevas de lumpo y larvas de pez cebra, respectivamente. Los 
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valores de LOQ estuvieron comprendidos entre 1.0-7.6 ng·mL-1, 22.4-218.4 ng·g-1 y 21.8-
87.1 ng·g-1 en medios de cultivo, huevas de lumpo y larvas de pez cebra, respectivamente.  
 
 Recuperación y precisión: 
 
Los valores de recuperación obtenidos se muestran en la Tabla IV.9. así como los valores 
de precisión obtenidos para los experimentos realizados en el mismo día y en días 
diferentes. Los valores de recuperación se obtienen a dos niveles de concentración: 30 
ng·mL-1 y 70 ng·mL-1 en medios de cultivo y 240 y 560 ng·g-1 en huevas de lumpo y larvas 
de pez cebra (n = 5 para cada tipo de muestra estudiada). Como puede observarse en los 
resultados mostrados, el método propuesto permite obtener valores de recuperación 
próximos al 100% con valores de RSD (%) inferiores al 10% en todos los analitos y para los 
tres tipos de muestras evaluadas. 
 
Tabla IV.9. Precisión (mismo día y días diferentes), %RSD, obtenidos para cada analito testado en medios 
de cultivo, huevas de lumpo (10 mg) y larvas de pez cebra fortificadas a dos niveles de concentración con 
los siete compuestos y Par-d6 como estándar  interno.  
Medios de cultivo 
Precisión (mismo día) 












NFLX 29.7 ± 0.2 4% 99 ± 1 72.8 ± 5.5 1% 104 ± 8 
FLX 30.4 ± 2.0 2% 101 ± 7 74.2 ± 0.6 2% 106 ± 1 
NSER 32.0 ± 3.0 6% 107 ± 10 74.3 ± 4.1 5% 106 ± 6 
SER 29.0 ± 0.2 5% 97 ± 1 66.6 ± 2.7 4% 95 ± 4 
DCIT 29.5 ± 1.4 1% 98 ± 4 75.5 ± 4.1 2% 108 ± 6 
CIT 30.2 ± 1.1 3% 101 ± 3 68.7 ± 2.0 1% 98 ± 3 
PAR 31.6 ± 2.8 2% 105 ± 9 76.4 ± 2.1 1% 109 ± 3 
Huevas de lumpo 
Precisión (mismo día) 












NFLX 244.2 ± 9.6 3% 102 ± 4 554.3 ± 5.5 1% 99 ± 1 
FLX 238.3 ± 4.0 7% 99 ± 2 565.6 ± 39.2 2% 101 ± 7 
NSER 234.8 ± 8.9 1% 98 ± 4 599.1 ± 56.0 4% 107 ± 10 
SER 229.7 ± 2.3 2% 96 ± 1 543.1 ± 5.7 3% 97 ± 1 
DCIT 247.6 ± 6.9 4% 103 ± 3 548.8 ± 22.3 1% 98 ± 4 
CIT 249.9 ± 6.2 2% 104 ± 3 565.4 ± 16.7 3% 101 ± 3 
PAR 242.0 ± 5.1 2% 101 ± 2 587.9 ± 50.5 4% 105 ± 9 
Larvas de pez 
cebra 
Precisión (mismo día) 
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NFLX 237.5 ± 2.3 1% 99 ± 1 571.0 ± 22.2 2% 102 ± 4 
FLX 242.5 ± 7.2 1% 101 ± 3 565.4 ± 28.2 3% 101 ± 5 
NSER 235.0 ± 9.5 6% 98 ± 4 543.2 ± 33.5 6% 97 ± 6 
SER 247.6 ± 6.9 4% 103 ± 2 537.5 ± 11.1 2% 96 ± 2 
DCIT 244.9 ± 7.1 2% 102 ± 3 576.8 ± 5.6 3% 103 ± 1 
CIT 232.6 ± 4.7 2% 97 ± 2 548.9 ± 16.9 1% 98 ± 3 
PAR 242.3 ± 14.3 3% 101 ± 6 599.1 ± 5.5 4% 107 ± 1 
Medios de cultivo 
Precisión (días diferentes) 












NFLX 33.1 ± 1.8 3% 110 ± 6 72.1 ± 2.2 2% 103 ± 3 
FLX 32.2 ± 1.6 1% 107 ± 5 72.7 ± 5.6 2% 104 ± 8 
NSER 28.8 ± 0.8 4% 96 ± 3 66.4 ± 2.2 3% 95 ± 3 
SER 29.2 ± 1.2 4% 97 ± 4 69.3 ± 3.3 4% 99 ± 5 
DCIT 33.3 ± 1.5 6% 111 ± 5 74.7 ± 5.7 2% 107 ± 8 
CIT 32.0 ± 0.3 3% 107 ± 1 70.5 ± 3.4 5% 101 ± 5 
PAR 33.0 ± 1.7 2% 110 ± 6 73.6 ± 2.8 3% 105 ± 4 
Huevas de lumpo 
Precisión (días diferentes) 












NFLX 243.6 ± 9.6 3% 102 ± 4 571.0 ± 5.5 4% 102 ± 1 
FLX 249.9 ± 6.4 2% 104 ± 3 554.5 ± 22.3 3% 99 ± 4 
NSER 232.6 ± 14.1 3% 97 ± 6 537.7 ± 16.9 4% 96 ± 3 
SER 237.0 ± 6.9 6% 99 ± 3 565.5 ± 22.4 3% 101 ± 4 
DCIT 238.9 ± 2.6 7% 99 ± 1 548.7 ± 22.3 5% 98 ± 4 
CIT 241.7 ± 12.3 2% 101 ± 5 560.1 ± 11.3 3% 100 ± 2 
PAR 252.5 ± 6.6 1% 105 ± 3 543.2 ± 33.5 1% 97 ± 6 
Larvas de pez 
cebra 
Precisión (días diferentes) 












NFLX 237.7 ± 4.7 3% 99 ± 2 537.5 ± 22.4 1% 96 ± 4 
FLX 244.8 ± 7.1 2% 102 ± 3 554.4 ± 11.1 3% 99 ± 2 
NSER 247.0 ± 11.9 7% 103 ± 5 565.4 ± 22.3 4% 101 ± 4 
SER 242.5 ± 2.3 4% 101 ± 1 571.4 ± 5.6 5% 102 ± 1 
DCIT 235.3 ±  12.1 6% 98 ± 5 548.8 ± 11.1 3% 98 ± 2 
CIT 239.9 ± 7.2 4% 100 ± 3 565.4 ± 16.9 5% 101 ± 3 
PAR 232.7 ± 9.7 3% 97 ± 4 571.2 ± 11.2 1% 102 ± 2 
 
 
IV.3.5. Ensayos de bioacumulación   
 
El establecimiento de los BCFs para cada uno de los SSRI se realizó llevando a cabo los 
ensayos de bioacumulación descritos en el apartado IV.1.3. Muestras y experimentos de 
bioacumulación. Se analizaron tanto los medios de cultivo a diferentes tiempos de 
exposición para controlar la estabilidad de los mismos como las larvas de pez cebra 
expuestas a distintos tiempos de absorción (0, 6, 24, 45 y 48h) a los distintos fármacos: 
fluoxetina, sertralina, citalopram y paroxetina y tres de sus metabolitos, norfluoxetina, 
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norsertralina y desmetilcitalopram. Todas las muestran se trataron según los 
procedimientos descritos en la sección IV.2. Metodología analítica. 
 
Como se ha mencionado, los ensayos se realizaron a dos concentraciones para los 
compuestos parentales (fluoxetina, sertralina, paroxetina y citalopram) a 80 ng·mL-1 y 300 
ng·mL-1 mientras que el ensayo de los metabolitos se llevó a cabo a 80 ng·mL-1 y 300 
ng·mL-1 para desmetilcitalopram y 50 ng·mL-1 y 100 ng·mL-1 para norfluoxetina y 
norsertralina. 
 
Los resultados obtenidos para los medios de exposición a los distintos fármacos se 
encuentran recogidos en la Tabla IV.10. A modo de ejemplo, la Figura IV.6., muestra las 
variaciones en la concentración de paroxetina en el ensayo de menor concentración 
nominal (80 ng·mL-1) y en la concentración de desmetilcitalopram para el ensayo de 
mayor concentración nominal (300 ng·mL-1). La variación en la concentración a lo largo de 
la etapa de absorción es muy baja y posiblemente se debe a las bajas concentraciones 
utilizadas para establecer la concentración del ensayo en base al LC50 de cada analito, 
acorde a los requerimientos de la OCDE 30553,62,80-82. Es importante destacar que la 
mayoría de los estudios de bioacumulación o bioconcentración publicados emplearon la 
concentración nominal sin llegar a monitorizar la concentración durante todo el 
experimento para el cálculo de los parámetros de toxicocinética, lo que contradice las 
normas de la OCDE 305.  
 
 
Figura IV.6. Variación de la concentración media encontrada en los medios de cultivo durante los 
experimentos de bioconcentración a) Paroxetina a 80 ng·mL-1 and b) desmetilcitalopram a 300 ng·mL-1. 
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La variación de la concentración encontrada en las larvas para los diferentes SSRIs y sus 
metabolitos a las diferentes concentraciones en el ensayo de bioacumulacion durante la 
etapa de absorción se muestra en las Figura IV.7. a Figura IV.13. Los resultados muestran 
un aumento en todas las concentraciones de los fármacos seleccionados durante toda la 
fase de absorción pero presentan perfiles diferentes. En el caso de desmetilcitalopram y 
sertralina, la etapa estacionaria se alcanza muy temprano, en un tiempo inferior a 40 
horas, aunque el incremento de la concentración no es muy relevante. Para el resto de 
fármacos parentales así como sus metabolitos, el aumento de concentración es más 
suave y la saturación (estado estacionario) no se observa de forma tan evidente. De 
hecho, parece que el estado estacionario no se alcanza en ningún caso. 
 
 
Figura IV.7. Variación de la concentración media encontrada en los ensayos de bioacumalación en larvas 
de pez cebra expuestas a la concentración de: a) Citalopram a 80 ng·mL-1 and b) Citalopram a 300 ng·mL-1. 
 
 
Figura IV.8. Variación de la concentración media encontrada en los ensayos de bioacumalación en larvas 
de pez cebra expuestas a la concentración de: a) Desmetilcitalopram 80 ng·mL-1 and b) 
Desmetilcitalopram a 300 ng·mL-1. 
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Figura IV.9. Variación de la concentración media encontrada en los ensayos de bioacumalación en larvas 
de pez cebra expuestas a la concentración de: a) Fluoxetina a 80 ng·mL-1 and b) Fluoxetina a 300 ng·mL-1. 
 
 
Figura IV.10. Variación de la concentración media encontrada en los ensayos de bioacumalación en larvas de 
pez cebra expuestas a la concentración de: a) Norfluoxetina 50 ng·mL-1 y b) Norfluoxetina a 100 ng·mL-1. 
 
 
Figura IV.11. Variación de la concentración media encontrada en los ensayos de bioacumalación en larvas de pez 
cebra expuestas a la concentración de: a) Sertralina 80 ng·mL-1 y b) Sertralina a 300 ng·mL-1. 
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Figura IV.12. Variación de la concentración media encontrada en los ensayos de bioacumalación en larvas de pez 




Figura IV.13. Variación de la concentración media encontrada en los ensayos de bioacumalación en larvas de pez 
cebra expuestas a la concentración de: a) Paroxetina 80 ng·mL-1 y b) Paroxetina a 300 ng·mL-1. 
 
En base a los resultados, y asumido que el estado estacionario no se alcanza en ningún caso 
salvo para sertralina, para estimar el valor de los factores de bioconcentración, los datos 
experimentales se ajustaron al modelo  cinético de primer orden mencionado en la 
introducción, el cual permite obtener las constantes k1 y k2 así como el valor de BCFk. El 
valor de BCF48h lo obtenemos dividiendo los valores de las concentraciones en las larvas 
para cada compuesto a las 48 horas entre las concentraciones en los medios 
correspondientes. 
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Tabla IV.10. Variación de la concentración media encontrada para cada SSRI en los medios de exposición y 
factores de bioacumulación calculados acorde a los dos ajustes. 
 Cw (ng·mL-1) BCFk BCF48h 
Citalopram 
60 3,75 3,66 
291 1,6 1,45 
Desmethylcitalopram 
97 0,7 0,69 
283 0,35 0,21 
Fluoxetina 
64 8,1 7,27 
238 8 7,3 
Norfluoxetina 
47 12 8,4 
105 20 7,6 
Sertralina 
104 50 48,9 
329 37,5 36,7 
Norsertralina 
29 38 26,5 
58 38 26,5 
Paroxetina 
88 10 7,6 
254 25 9,53 
 
 
Los resultados obtenidos para cada analito se muestran en la Tabla IV.10. Como se 
observa en dicha tabla, los resultados muestran una diferencia coherente entre BCFk y 
BCF48h. Los valores de BCF encontrados son, en la mayoría de ocasiones, muy similares a 
los encontrados en la bibliografía de ensayos similares. Silva et al. (2016) realizaron 
estudios sobre la acumulación en tejidos de mejillón (Mytillus galloprovincialis) expuestos 
a una concentración nominal de fluoxetina (75 ng·mL-1) durante 15 días y ajustan los 
datos experimentales al mismo modelo utilizado en el presente estudio, obteniendo un 
factor de bioacumulación de 129164. Es de destacar que los mejillones, con frecuencia, 
muestran patrones de acumulación  más altos que los obtenidos por los peces, ya que 
procesan grandes volúmenes de agua en el que viven para buscar alimentos. Paterson y 
Metcalfe (2008) estimaron un BCF de 80 en Japanese medaka expuesta a una 
concentración nominal de fluoxetina de 640 ng·L-1 165. Valenti et al. (2012)166 encontraron 
que peces expuestos a sertralina  a tres concentraciones diferentes (3, 11 y 28 ng·L-1) 
acumularon este producto químico en plasma, encontrando valores de acumulación 
próximos a 80.  
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En los experimentos llevados a cabo en este capítulo, se observó, en concordancia con los 
datos bibliográficos, una baja bioacumulación de los cuatro compuestos parentales 
antidepresivos y sus tres metabolitos y, además, no pudiéndose considerar compuestos 
bioacumulativos según la normativa REACH (BCFs superiores a 2000). Esto puede deberse 
a que estos fármacos están diseñados para producir interacciones en rutas específicas en 
humanos y en animales, por lo que bajos niveles de residuos farmacéuticos pueden 
alterar procesos metabólicos en los organismos lo que podría tener un riesgo potencial en 
los diferentes compartimentos ambientales. 
 
En otro experimento llevado a cabo con las larvas de pez cebra expuestas únicamente a 
una mezcla de los antidepresivos parentales, fluoxetina, sertralina, citalopram y 
paroxetina, a una concentración nominal de 80 ng·mL-1 y 300 ng·mL-1, se observó una 
biotransformación de estos compuestos parentales en sus metabolitos, norfluoxetina, 
norsertralina y desmetilcitalopram, a solo 48 horas de exposición (Figura IV.14.). En estos 
experimentos, la exposición a los compuestos parentales mostró la aparición de sus 
metabolitos en donde se observa el aumento de concentración a diferentes tiempos de 
exposición. Estableciendo la relación entre la concentración de metabolito con respecto a 
la concentración de compuesto parental encontrado en la larva en los diferentes tiempos 
de exposición (6h, 24h, 45h, 48h), la relación aumenta significativamente, especialmente 
en los experimentos de bioacumulación llevados a cabo a 300 ng·mL-1, a excepción de la 
relación entre desmetilcitalopram y citalopram en donde esta relación no es tan acusada 
y se mantiene prácticamente constante en el ensayo llevado a cabo a una concentración 
de exposición de 300 ng·mL-1 de cada compuesto parental (Tabla IV.11.). Como se 
menciona en la literatura, los peces son organismos capaces de metabolizar varios 
fármacos de amplio uso y proporcionar información inicial relacionada con esta 
conversion funcional en humanos164, 167-171.  
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Figura IV.14. Cromatograma obtenido por GC/MS de una muestra de larvas de pez cebra tras 48 horas de 
exposición a 300 ng·mL-1 de Fluoxetina, Sertralina, Citalopram y Paroxetina. 
 
 
Tabla IV.11. Variación de la concentración de los metabolitos identificados y relación entre 
metabolito/compuesto parental en los experimentos de bioacumulación llevados a cabo a 80 g L-1  y 300 
g L-1 de fluoxetina, sertralina, citalopram y paroxetina. 
 
















t = 6h 64.9 0.24 141.4 0.17 117.58 0.47 
t = 24h 280.4 0.30 1228.7 0.18 296.57 0.78 
t = 45h 1032.3 0.74 1968.2 0.41 202.68 0.15 
t = 48h 1225.3 0.92 2594.7 0.47 123.05 0.26 
 
















t = 6h 17.8 0.14 44.4 0.17 8.9 0.07 
t = 24h 488.3 1.02 504.0 0.12 10.1 0.06 
t = 45h 403.9 0.91 751.8 0.33 14.3 0.15 
t = 48h 382.4 0.83 731.3 0.16 32.3 0.54 
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A la vista de los resultados obtenidos, se observa que la exposición a fluoxetina, 
sertralina, citalopram y paroxetina a las concentraciones de 80 y 300 ng·mL-1 de cada 
analito muestra una biotransformación a sus metabolitos, norfluoxetina, norsertralina y 
desmetilcitalopram desde la muestra inicial a 6 horas hasta llegar a un máximo en un 
tiempo de 48 horas. Este resultado obtenido está en consonancia a lo descrito en la 
bibliografía. Silva et al. (2012) encontraron que la fluoxetina se metaboliza tras la 
administración oral por medio de una isozima del citocromo P450, CYP2D6, en el 
metabolito activo principal, la norfluoxetina. En este estudio, la fluoxetina acumulada en 
tejidos de mejillón (Mytillus galloprovincialis) expuestos a una concentración nominal de 
fluoxetina de 75 ng·L-1 durante 15 días, dio lugar a niveles de norfluoxetina que fueron 
aumentando durante el período de exposición, encontrando proporciones de 
norfluoxetina/ fluoxetina de 0.12, 0.64 y 1.25 a los 3, 7 y 15 días de exposición, 
respectivamente168. En peces de agua dulce Japonese medaka (Oryzias latipes) expuestos 
a fluoxetina (640 ng·L-1) durante 7 días presentaron concentraciones de norfluoxetina 
inferiores a las encontradas de fluoxetina hasta el día 7, momento en el que la 
concentración media del metabolito (64.3 ± 8.7 ng·g-1, w.w.) fue más alta que fluoxetina 
(40.8 ± 5.0 ng·g-1, w.w.)165. Por otro lado, Nakamura et al. (2008), encontraron 
proporciones de norfluoxetina y fluoxetina de 5.3 y 1.1 en diferentes partes de pez 
expuesto a 30 mg·L-1 y 300 mg·L-1, respectivamente, durante 30 días172.  
 
Smith et al. (2010), tras la incubación in vitro de fluoxetina con microsomas hepáticos de 
trucha arcoiris, observó que la pérdida de este fármaco fue mayor que la producción de 
norfluoxetina, lo que parece indicar que este metabolito no es el producto predominante 
de biotransformación de fluoxetina en peces y, por ello, reclama una investigación 
adicional para identificar complemantemente otros metabolitos, además de la 
norfluoxetina170. Otros estudios realizados con microsomas hepáticos humanos in vitro 
demostraron que el fármaco citalopram también se metaboliza por otra isozima del 
citocromo P450 a N-desmetilcitalopram, que es de 5 a 10 veces más activo que su 
fármaco original en la inhibición de la CYP2D6 y es casi tan potente como la fluoxetina en 
la inhibición de 2-hidroxilación de imipramina in vitro en dicho modelo173. Esto se podría 
relacionar con el hecho de haber encontrado picos desconocidos a lo largo de todos los 
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cromatogramas obtenidos en cada ensayo de bioacumulación, lo que abre una posible vía 
de investigación para identificar otros metabolitos de interés. 
 
  
























Determinación de residuos farmacéuticos en 
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V. Aplicación de la metodología analítica 
desarrollada para determinar NSAIDs, 
reguladores lipídicos y SSRIs en muestras 
alimentarias.




















En este capítulo se describe el desarrollo y mejora de las 
metodologías analíticas  descritas en los Capítulos III y IV, para 
identificar y cuantificar NSAIDs, reguladores lipídicos y SSRIs en 
productos manufacturados derivados del pescado. 
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El proceso de extracción de los diferentes fármacos se asiste con el uso de una sonda de 
ultrasonidos Vibra Cell (VCx130), provista de una punta de titanio de 2 mm de diámetro y 
generador de alta frecuencia de 130W a 20 KHz. 
 
La limpieza de los extractos o etapa de clean-up se lleva a cabo con empleo de vórtex 
Genie-2 (Scientific Industries) y microcentrífuga modelo 5415R (Eppendorf). La 
evaporación del disolvente de los diferentes extractos se llevó a cabo empleando una caja 
de vacío acoplada a una bomba de vacío modelo N035AN.18 en la que se emplea N2 (N2 
técnico X50S) y un evaporador constituido por una caja de vacío de 20 posiciones (VacElut 
20-place vaccum, Varian). 
 
Para analizar y cuantificar los analitos de interés en las muestras seleccionadas de tejido 
de trucha, se ha utilizado un cromatógrafo de gases modelo 7890A (Agilent Technologies, 
Madrid, España), equipado con un inyector (autoinyector modelo HP 7683B Series) 
acoplado a un detector MSD de espectrometría de masas (detector HP 5975C VL MSD, 
Agilent Technologies, Madrid, España) dispuesto de un cuadrupolo como analizador de 
masas. El sistema GC-MS es equipado con una columna capilar de polidimetilsiloxano 
(95%) entrecruzada, ZB-5 (30 m x 0.25 mm I.D., 0.25 mm), de Phenomenex, usando helio 
(Pureza > 99.999%) a 1 mL·min-1 como gas portador. ChemStation es utilizado como 
software para el tratamiento de los resultados. Las condiciones instrumentales utilizadas 
en el desarrollo del método se incluyen en la Tabla V.1.  
 
Tabla V.1. Condiciones instrumentales utilizadas en el sistema cromatográfico de GC-MS. 
Tª de la fuente de iones 230ºC 
Tª Cuadrupolo 150ºC 
Tª línea de transferencia 280ºC 
Rango de masas (modo SCAN) m/z 50-550 
 
V.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
- 160 - 
 
V.1.2. Reactivos  
 
La Tabla V.2. muestra los fármacos, reactivos (grado HPLC) y sorbentes utilizados en el 
desarrollo del método.  
 
Tabla V.2. Fármacos, reactivos y sorbentes empleados en el desarrollo del método analítico. 
COMPUESTO Fórmula empírica/ CASA COMERCIAL 






Naproxeno (NP) (S)-(+)-2-(6-methoxy-2-naphthyl)propionic acid 
(Sigma Aldrich) 
Sal de diclofenaco sódico 
2 - [ ( 2 , 6 - dichlorophenyl)amino]benceneacetic acid 
sodium salt 
(Sigma Aldrich) 
Triclosan (TRI) (SI) 
5-chloro-2-(2,4-dichlorophenoxy)phenol 
(Sigma Aldrich) 













Paroxetine hemihydrate (PAR) 
(3S-trans)-3-[(1,3-Benzodioxol-5-yloxy)methyl]-4-(4-
fluorophenyl)piperidine hydrochloride hemihydrate 
(Sigma Aldrich) 





Norsertraline hydrochloride solution (NSER) (Sigma Aldrich) 
Desmethylcitalopram hydrochloride solution 
(DCIT) 
(Sigma Aldrich) 
Paroxetine D6 maleate solution (PAR-d6) (Sigma Aldrich) 
 MTBSTFA + 1% TBDMCS 
N-tert-butyldimethylsilyl-N-methyltrifluoroacetamide 
1 % tertbutyldimethylchlorosilane (Sigma Aldrich) 
Heptafluorobutyric imidazole (HFBI) 1-(Perfluorobutyryl) imidazole 
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Sigma Aldrich 
Acetonitrilo (AcN) (Lab-Scan) 
Acetato de etilo (AcOEt) (Lab-Scan) 




Silica gel (Agilent Technologies) 
C18 (Agilent Technologies) 
PSA (Agilent Technologies) 
Florisil (Sigma Aldrich) 
MgSO4 (Agilent Technologies) 
Zsep (Sigma Aldrich) 
Graphitized carbon black (GCB) (Sigma Aldrich) 
Agua MilliQ - 
 
Se prepararon soluciones stocks de los siete antidepresivos a una concentración de 5 
g·mL-1 en metanol. La solución stock del estándar interno Paroxetina-d6, se preparó a la 
concentración de 1 g·mL-1 en metanol. En el caso de los antiinflamatorios no esteroideos 
y ácido clofíbrico como regulador lipídico, se prepararon soluciones stocks a la 
concentración de 10 g·mL-1 en metanol. El reactivo triclosán preparado a la 
concentración de 5 g·mL-1 en metanol se utilizó como patrón interno. 
 
Las soluciones de stock de cada fármaco testado se conservaron en oscuridad a -18°C. Las 
soluciones stocks son estables, al menos, durante 2 meses. Todas las soluciones de 
trabajo se prepararon diariamente por dilución a partir de la solución stock en el mismo 
disolvente. 
 
Las muestras de trucha y productos manufacturados derivados del pescado (ralladura de 
mar (Pescanova), palitos de mar (Eroski), muslitos de mar (Eroski) y salchichas de mar 
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V.2. METODOLOGÍA ANALÍTICA   
 
V.2.1. Tratamiento de muestras: extracción y limpieza 
 
Se han desarrollado dos métodos analíticos diferentes para determinar varias familias de 
fármacos ampliamente usadas, en tejidos de trucha y productos manufacturados del 
pescado: SSRI, NSAIDs y ácido clofíbrico como regulador lipídico. En ambos métodos, 
debido al alto contenido lipídico de la matriz, es necesario modificar los tratamientos de 
extracción y limpieza de las muestras descritas en los apartados anteriores. 
 
Para optimizar la etapa de limpieza o clean-up y eliminar el material lipídico co-extraído 
procedente de la matriz, se han reportado diferentes sorbentes comerciales ampliamente 
utilizados en la literatura141, 144, 145, 147, 174, 175. Durante el desarrollo del procedimiento 
analítico para determinar NSAIDs y ácido clofíbrico, se seleccionó C18 como sorbente para 
limpiar las muestras de acuerdo al estudio desarrollado en el Capítulo III. 
 
Los dos procedimientos analíticos optimizados se clasifican según al tipo de analito que se 
va a determinar: 
 
Procedimiento 1 Determinación de NSAIDs y ácido clofíbrico en tejido de pescado: para 
determinar el contenido de antiinflamatorios (ibuprofeno, naproxeno y diclofenaco) y 
ácido clofíbrico como regulador lipídico, se pesan 100 mg de muestra en un tubo 
eppendorf al que se añade una cantidad conocida de estándar interno (triclosán) y 500 L 
de acetato de etilo como solvente orgánico de extracción. La extracción de los analitos se 
favoreció con ayuda de la sonda de ultrasonidos durante 1 minuto, sin pulsos y amplitud 
de 40%, seguido de centrifugación a 14 rcf durante 15 minutos a 15°C. El sobrenadante 
fue recogido y transferido a un tubo eppendorf para llevar a cabo la etapa de clean-up o 
limpieza de la muestra. Para ello, se añadieron 150 mg de C18 como sorbente y la eficacia 
del mismo se favoreció con ayuda de un vórtex durante 30 segundos. El extracto fue 
filtrado con filtros nylon 0.45 µm y transferido a un vial de HPLC de 4 mL, en donde se 
evapora hasta sequedad en caja de vacío. El extracto se centrifugó, de nuevo, bajo las 
mismas condiciones que las descritas anteriormente y el extracto final se trasvasó a un 
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vial de HPLC de 4 mL, en donde se evaporó la fase orgánica hasta sequedad en la caja de 
vacío. A continuación, se añadieron 80 L de acetona y 20 L de MTBSFTFA + TBDMCS 
como derivatizante sobre el extracto seco y se derivatizó durante 30 minutos a una 
temperatura de 70°C. El extracto final (1 L) que contiene los analitos derivatizados es 
inyectado en el cromatógrafo de gases. (Ver Figura V.1. Método 1). 
 
Procedimiento 2 - Determinación de SSRI en tejidos de pescado: para determinar el 
contenido de antidepresivos parenterales y sus metabolitos (fluoxetina, sertralina, 
citalopram, paroxetina, norfluoxetina, norsertralina y desmetilcitalopram), se pesan 100 
mg de muestra en un tubo eppendorf que contiene 150 mg de MgSO4 al que se añade 
una cantidad conocida de estándar interno (paroxetina-d6) y 500 L de acetonitrilo como 
disolvente orgánico de extracción. La extracción de los analitos se favoreció con ayuda de 
la sonda de ultrasonidos durante 1 minuto, sin pulsos y amplitud de 40%, seguido de 
centrifugación a 14 rcf durante 15 minutos a 15°C. El sobrenadante fue recogido y 
transferido a un tubo eppendorf donde se llevó a cabo la etapa de clean-up o limpieza de 
la muestra. Para ello, se añadieron 150 mg de C18 como sorbente y la eficacia del mismo 
se favoreció con ayuda de un vórtex durante 30 segundos. El extracto se centrifugó de 
nuevo bajo las mismas condiciones que las descritas anteriormente y el extracto se 
trasvasó a un vial de HPLC de 4 mL, en donde se evaporó la fase orgánica hasta sequedad 
en la caja de vacío. Se añadieron 100 L de HFBI como derivatizante y el extracto 
resultante se derivatizó durante 30 minutos a una temperatura de 85°C. Transcurrido este 
tiempo, se lleva a cabo una extracción líquido-líquido de los compuestos derivatizados 
con 500 L de agua y 2 mL de tolueno. La fase orgánica es evaporada hasta sequedad en 
la caja de vacío y se redisuelve el extracto seco en 80 L de tolueno. 1 L del extracto 
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V.2.2. Análisis de muestras mediante CG-MS 
 
Siguiendo la estrategia analítica de la extracción y limpieza se han optimizado dos 
métodos para la separación y cuantificación de los analitos: ibuprofeno, naproxeno, 
diclofenaco y ácido clofíbrico (método 1) y fluoxetina, sertralina, citalopram y paroxetina 
y sus metabolitos, norfluoxetina, norsertralina y desmetilcitalopram (método 2). Todos 
los analitos se han separado y cuantificado mediante GC-MS. La cuantificación se llevó a 
cabo mediante calibración con patrón interno, siendo triclosán seleccionado como 
estándar interno óptimo en el método 1 y paroxetina-d6 el compuesto elegido en el 
método 2.  
 
Se optimizaron las rampas de temperatura del cromatógrafo para cada familia de 
fármacos con el fin de conseguir la separación de los analitos (en modo SCAN y modo 
SIM), y minimizar las interferencias. En las condiciones óptimas, se separaron e 
identificaron los distintos analitos de cada familia de fármacos en 18 minutos y 21 
minutos para NSAIDs y ácido clofíbrico y SSRIs, respectivamente.  
 
Los valores elegidos de las relaciones m/z se obtuvieron de los cromatogramas de  
disoluciones estándar de cada analito a concentraciones de 1 y 5 μg·mL-1, en modo SCAN, 
confirmando cada tiempo de retención y m/z de cada compuesto de forma individual de 
acuerdo a los experimentos llevados a cabo en el Capítulo III y Capítulo IV de la presente 
Tesis. A partir de estos datos, se usó un método SIM para cuantificar los analitos testados, 
usando la suma de área de los iones seleccionados para cada compuesto. Cada 
compuesto es cuantificado por interpolación en el correspondiente calibrado de patrón 
interno.  
 
V.2.3. Validación de los métodos propuestos  
 
Los métodos analíticos propuestos para la determinación de los diferentes fármacos en 
los tejidos de pescado se validaron en términos de exactitud, linealidad, precisión y 
límites de detección y de cuantificación. Las muestras son tratadas y analizadas acorde al 
método 1 y 2 descrito en las secciones anteriores para determinar el contenido de NSAIDs 
y ácido clofíbrico o SSRI, respectivamente. La presencia de efecto matriz se demostró por 
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comparación estadística entre las pendientes de un calibrado externo y las pendientes de 
los calibrados en presencia de la matriz para cada analito. La cuantificación de cada 
analito se hace siempre sobre calibrado en presencia de la matriz interpolando la relación 
de área entre el área del analito de interés y el área del estándar interno, según 
corresponda. Las muestras se analizan por triplicado. Los calibrados se preparan de forma 
diaria. 
 
Se demostró la ausencia de interferencias en los tejidos de pescado sin fortificar a los 
tiempos de retención de los analitos de interés. Para ello, seis muestras sin fortificar 
fueron analizadas según el método descrito en las secciones anteriores, no observándose 
ningún pico cromatográfico a los tiempos de retención de los analitos en ninguna de las 
muestras. 
 
En ausencia de un material de referencia estándar (CRM) para este tipo de matrices, la 
exactitud del método se verificó mediante estudios de recuperación. Aplicando los 
procedimientos experimentales descritos (método 1 y método 2 incluido en las secciones 
anteriores los límites de detección (LOD) y la cuantificación (LOQ) se calculan a partir de la 
3 o 10 la desviación estándar obtenida del análisis de la muestra fortificada al nivel más 
bajo del calibrado con respecto a la pendiente obtenida del mismo, respectivamente, 
utilizando el valor de desviación estándar de la calibración del punto más bajo, 100 ng·g-1 
para NSAIDs y 50 ng·g-1 para antidepresivos SSRIs.  
 
Se evaluó la reproducibilidad y precisión a partir de un calibrado en presencia de la matriz 
en un rango de concentración entre 0-500 ng·g-1 para NSAIDs y ácido clofíbrico y 0-1000 
ng·g-1 para antidepresivos en cada procedimiento analítico (triclosán es utilizado como 
estándar interno en el método 1 y paroxetina-d6 en el método 2). Para ello, se prepararon 
tres réplicas de tejido de trucha fortificadas a dos niveles de concentración: 150 y 500 
ng·g-1 para antidepresivos y 150 y 250 ng·g-1. La relación de señales obtenidas entre el 
área del analito de interés y el área del estándar interno se interpola en la curva de 
calibración en presencia de la matriz obtenida para cada analito. La reproducibilidad se 
evaluó con análisis de recuperación en el mismo día y en días diferentes. 
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V.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
En este capítulo se siguieron los métodos propuestos en los Capítulos III y Capítulo IV de 
la presente Tesis Doctoral, para determinar NSAIDs y SSRIs en las muestras de pescados 
manufacturados.  
 
V.3.1. Optimización de la separación cromatográfica y condiciones de derivatización 
 
Inicialmente, se comenzó con la optimización de la separación cromatográfica mediante 
el análisis de soluciones estándar de 1 g·mL-1 tratadas bajo el método 1 y método 2 y 
una rampa de temperatura inicial a partir de la literatura26,130. Se evaluaron diferentes 
rampas de temperatura a partir de los gradientes optimizados en el Capítulo III y Capítulo 
IV de la presente Tesis para cada familia de fármacos de tal manera que se consiguió 
obtener una buena separación de los analitos y del estándar interno, en modo SCAN y 
modo SIM, y minimizar las interferencias por parte de la matriz acortando los tiempos de 
análisis en el caso de los NSAIDs y ácido clofíbrico (el tiempo total de análisis propuesto 
en el Capítulo III era de 22 minutos consiguiéndolo reducir a 18 minutos en el Capítulo 
presente) mientras que el tiempo de análisis establecido para determinar SSRIs en el 
Capítulo IV (18.5 min) tuvo que ser modificado a un tiempo mayor por la presencia de 
interferencias asociadas a la matriz (21 min). La Tabla V.3. y V.4. muestran los gradientes 
de temperatura óptimos seleccionados para el análisis de las muestras de tejido de trucha 
para cada una de las familias de fármacos.    
 
Tabla V.3. Gradiente de temperatura optimizado para el análisis de NSAIDs y ácido clofíbrico. 
 NSAIDs y Ácido clofíbrico  
Rampa Temperatura (°C) Tiempo  de espera (min) 
- 80°C 1 min 
20°C/min 120°C - 
10°C/min 200°C - 
20°C/min 280°C 3 min 
Tiempo total de análisis: 18 minutos 
Tiempo de retardo: 10 min 
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Tabla V.4. Gradiente de temperatura optimizado para el análisis de SSRIs. 
 SSRIs  
Rampa Temperatura (°C) Tiempo  de espera (min) 
- 90°C 1 min 
15°C/min 180°C 2 min 
10°C/min 260°C 1 min 
20°C/min 300°C 1 min 
Tiempo total de análisis: 21 minutos 
Tiempo de retardo: 12.5 min 
 
La evaluación del estándar interno para la determinación de NSAIDs y ácido clofíbrico en 
el método 1, estuvo basada en la experiencia previa del grupo de investigación, por lo que 
el triclosán fue mantenido como estándar interno en el método 1 acorde a lo descrito en 
el Capítulo III de la presente Tesis Doctoral y paroxetina-d6 como estándar interno del 
método 2 según Capítulo IV76, 143.   
 
Una vez seleccionado el estándar interno óptimo en cada método, los valores de m/z 
concluidos del Capítulo III y Capítulo IV de la presente Tesis, son verificados en blancos de 
muestra de tejido de trucha fortificadas a las concentraciones de 1  y 5 g·mL-1 de cada 
analito de interés, tratadas acorde al método 1 o 2, según corresponda y analizadas por 
GC-MS en modo SCAN. La identificación de todos los analitos en muestras de tejido de 
trucha se basó en la comparación de los tiempos de retención obtenidos a partir de 
soluciones estándar y los obtenidos para cada compuesto en las muestras fortificadas a 
través del método SIM. Este método fue usado para confirmar el tiempo de retención, 
valores de área y las m/z seleccionadas de cada compuesto testado. Los valores de m/z 
obtenidos del espectro de masas para cada analito se muestran en las Tablas V.5. y V.6. 
Los valores de m/z obtenidas están en concordancia con la literatura26,128-130. En 
comparación con los valores de m/z obtenidos en Capítulo III y Capítulo IV, las m/z 
concluidas para la determinación de NSAIDs y ácido clofíbrico se mantienen, no teniendo 
ninguna interferencia asociada al tiempo de retención de interés de cada analito testado. 
Sin embargo, en el caso de los SSRIs, todas los valores de m/z se mantienen salvo para 
citalopram y norsertralina, en donde se ha eliminado la m/z 324 y se ha añadido el valor 
de m/z 487, respectivamente.  
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Tabla V.5. Valores de tR y m/z establecidos para cada NSAIDs y ácido clofíbrico mediante GC-MS. 
MÉTODO NSAIDs y CFB 
COMPUESTO tR (min)  m/z  
Ácido clofíbrico 11.7 143, 271, 273 
Ibuprofeno 12.1 161, 263, 264 
Naproxeno 14.9 185, 188, 287 
Triclosán 15.2 200, 345, 347 
Diclofenaco 16.3 352, 214, 409 
 
Tabla V.6. Valores de tR y m/z establecidos para SSRI mediante GC-MS. 
MÉTODO SSRIs 
COMPUESTO tR (min)  m/z 
Norfluoxetina 13.7 117, 330 
Fluoxetina 14.4 117, 169, 240, 344 
Norsertralina 17.7 274, 276, 487 
Citalopram 18.2 58, 238 
Sertralina 18.9 274,276, 501 
Desmetilcitalopram 19.6 238 
Paroxetina 
20.2 
109, 135, 525 
Paroxetina-D6 111, 137, 531 
 
 
V.3.2. Determinación de NSAIDs y SSRIs en muestras de pescados manufacturados 
 
Una vez que se establecieron las condiciones experimentales óptimas de la separación 
cromatográfica y las condiciones de derivatización, se inició la optimización de la etapa de 
tratamiento y limpieza o clean-up en las muestras de alimentos, seleccionándose el tejido 
de trucha como muestra diana para realizar este estudio. 
 
V.3.2.1. Optimización del tratamiento de muestra en tejido de trucha 
 
La dificultad que conlleva el trabajo con peces, en comparación con los llevados a cabo en 
los capítulos anteriores, sucedáneo de caviar y larvas, se debe a la complejidad asociada 
de la matriz, dado su alto contenido graso que puede provocar numerosas interferencias 
y originar picos cromatográficos a los tiempos de retención de los compuestos testados. 
Por este motivo, el objetivo principal de esta etapa es minimizar el impacto de las 
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interferencias que puedan extraerse de la matriz y su efecto en su análisis posterior, por 
lo que es necesario optimizar esta etapa la cual está basada en la extracción de los 
compuestos de la matriz así como la obtención de extractos limpios para poder 
determinar y cuantificar los analitos de interés en ausencia o mínimo efecto matriz. Para 
este propósito, se evaluaron las condiciones más adecuadas en la etapa de extracción en 
fase sólida dispersiva o método QuEChERs en la cual se optimizó el disolvente de 
extracción y se evaluaron diferentes sorbentes en la etapa de limpieza con el objetivo de 
obtener mayores recuperaciones de cada analito y mínima co-extracción de interferentes.  
  
a) Método 1: NSAIDs y ácido clofíbrico 
 
Para determinar ibuprofeno, naproxeno, diclofenaco y ácido clofíbrico, se llevó a cabo la 
optimización de la etapa de extracción y limpieza según un método de extracción en fase 
sólida dispersiva y método QuEChERs modificado. Para este propósito, se evaluó tanto el 
disolvente orgánico, el cual permite extraer los analitos de interés, y como el sorbente de 
la muestra, el cual permite eliminar interferentes procedentes de la matriz y obtener 
extractos limpios en ausencia de interferencias en su análisis cromatográfico posterior. 
 
Para ello, las muestras de tejido de trucha se fortificaron con los cuatro analitos y 
triclosán como estándar interno a la concentración de 150 ng·g-1 y 250 ng·g-1 (tres réplicas 
por concentración), respectivamente, y se llevó a cabo la extracción con 500 µL de los 
disolventes utilizados en los capítulos anteriores acetonitrilo y acetato de etilo. La 
extracción se realizó con el uso de la sonda de ultrasonidos (40% de amplitud durante 1 
minutos) o con el uso de vórtex (30 segundos)176. Los resultados obtenidos se recogen en 
la Tabla V.7. En el caso de acetonitrilo como solvente, las recuperaciones fueron 
próximas al 100% para todos los compuestos utilizando vórtex o sonda de ultrasonido, 
excepto para diclofenaco, cuyas recuperaciones fueron superiores al 120% en ambos 
casos. Probablemente, esta recuperación tan elevada esté asociada a una interferencia 
extraída de la matriz que presente el mismo tiempo de retención que el tiempo de 
retención de diclofenaco, lo que fue comprobado con blancos de tejido de trucha sin 
dopar, extraídos con acetonitrilo. Sin embargo, las recuperaciones obtenidas usando 
acetato de etilo como solvente de extracción, permitieron obtener recuperaciones 
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próximas al 100% para todos los analitos estudiados usando sonda de ultrasonidos o 
vórtex para favorecer la extracción de los compuestos. Solo en el caso de naproxeno, la 
recuperación fue de 83% cuando la extracción fue favorecida con el uso de vórtex. Sin 
embargo, naproxeno extraído con acetato de etilo y uso de sonda de ultrasonidos 
durante la etapa de extracción permitió obtener una recuperación del 90%. El 
cromatograma obtenido con acetato de etilo presentaba menor número de interferencias 
asociadas con el contenido lipídico co-extraído en comparación con el cromatograma de 
las muestras extraídas con acetonitrilo. Además, muestras fortificadas con 400 ng·g-1 de 
cada analito y 250 ng·g-1 de triclosán (SI) fueron extraídas con el mismo método y se 
evaluaron recuperaciones de cada compuesto de interés (Tabla V.7.). Como ejemplo, en 
la Figura V.2., se muestra un cromatograma obtenido de una muestra de tejido de trucha 
fortificada con 400 ng·g-1 de cada analito y 250 ng·g-1 de triclosán (SI). 
 
Por este motivo, se seleccionó el acetato de etilo como solvente óptimo de extracción en 
base a las recuperaciones obtenidas y la presencia mínima de interferencias a lo largo del 
cromatograma. C18 fue usado como sorbente inicial para la evaluación del disolvente de 
extracción en las muestras de tejido de trucha. 
  
Cabe destacar que el empleo de acetato de etilo como extractante supone una 
modificación sobre los métodos descritos en los capítulos anteriores, posiblemente, ello 
se deba a su menor polaridad, lo que disminuye la co-extracción de componentes 
lipídicos presentes en la matriz.  
 
Tabla V.7. Recuperaciones obtenidas para NSAIDs y ácido clofíbrico durante la optimización de la etapa 
de extracción en muestras fortificadas con los cuatro analitos y triclosán como estándar interno a la 
concentración de 150 ng·g-1 y 250 ng·g-1, respectivamente (n = 3).  
Acetonitrilo  
 CFB IBU NP DC 
USP 101 ± 3 97 ± 4 102 ± 2 103 ± 5 
Vórtex 98 ± 1 95 ± 4 104 ± 6 123 ± 6 
Acetato de Etilo 
 CFB IBU NP DC 
USP 107 ± 7 101 ± 3 90 ± 2 98 ± 5 
Vórtex 97 ± 5 102 ± 1 83 ± 3 108 ± 7 
V.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
- 172 - 
 
 
Figura V.2. Cromatograma obtenido de una muestra de tejido de trucha fortificada con 400 ng·g-1 de cada 
analito y 250 ng·g-1 de triclosán (SI) tratada con las condiciones optimizadas en este método analítico. 
 
a) Método 2: SSRIs 
Para determinar los analitos antidepresivos pertenecientes a la familia de fármacos 
inhibidores de la recaptación de la serotonina, se evaluó un método similar al método 
QuEChERs en el cual la muestra de tejido de trucha es extraída con un solvente orgánico y 
se le adicionaron 150 mg de MgSO4, calculándose las recuperaciones de cada analito una 
vez llevado a cabo el análisis mediante CG-MS, lo que nos permitiría establecer la 
eficiencia de la extracción y la influencia de la matriz144,174. Para ello, se evaluaron 
diferentes disolventes de extracción (500 L de acetonitrilo y de acetato de etilo) en 
blancos de muestras de tejido de trucha y muestras fortificadas con 150 ng·g-1 de cada 
analito y 250 ng·g-1 de paroxetina-d6 (SI) y la extracción fue favorecida con el uso de 
sonda de ultrasonidos al 40% de amplitud durante 1 minutos en comparación con el 
empleo de vórtex durante 30 segundos (tres réplicas). Las recuperaciones obtenidas 
llevando a cabo la extracción con vórtex fueron inferiores a las obtenidas con la sonda de 
ultrasonidos, por lo que fue descartada. Además, se obtuvieron recuperaciones más bajas 
y señales no reproducibles utilizando acetato de etilo como solvente de extracción, por lo 
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que se seleccionó acetonitrilo como solvente óptimo de extracción favorecido con sonda 
de ultrasonidos, en donde se obtuvieron recuperaciones superiores al 85% en todos los 
compuestos analizados. 
 
La etapa de clean-up o limpieza del extracto fue optimizada. Para este propósito, se 
analizaron blancos y muestras fortificadas a la concentración de 150 ng·g-1 de cada 
antidepresivo y 500 ng·g-1 de paroxetina-d6 (SI) acorde al método 2 descrito en las 
secciones precedentes  y se evaluaron las siguientes condiciones: 
 
a) Solvente de extracción: acetonitrilo (500 L), C18 como sorbente y sonda de 
ultrasonidos. 
b) Solvente de extracción: acetonitrilo (500 L), 150 mg de MgSO4, C18 como 
sorbente y sonda de ultrasonidos. La presencia de MgSO4 fue evaluada para ver su 
influencia. 
c) Solvente de extracción: acetonitrilo (500 L), PSA como sorbente y sonda de 
ultrasonidos. 
d) Solvente de extracción: acetonitrilo (500 L), carbón activo como sorbente y 
sonda de ultrasonidos. 
e) Solvente de extracción: acetonitrilo (500 L), florisil como sorbente y sonda de 
ultrasonidos. 
 
Las recuperaciones obtenidas en cada caso se recogen en la Tabla V.8. Inicialmente, 
comparando el método a y b, diferenciados únicamente por la adición de MgSO4, se 
observó que el empleo de sulfato de magnesio no producía efecto sobre las 
recuperaciones obtenidas sin MgSO4, por lo que fue descartado. Los cromatogramas 
obtenidos para PSA y carbón activo mostraban picos interferentes. En el caso del  Florisil, 
se obtuvo un cromatograma limpio en ausencia de interferencias a los tiempos de 
retención de interés. Florisil y C18 reducen considerablemente el efecto matriz y 
minimizan la presencia de compuestos interferentes en los extractos analizados. Además, 
se estudió, usando acetonitrilo como solvente de extracción, si una mezcla de ambos 
sorbentes en proporción 50:50 mejoraba la etapa de limpieza. En este caso, los extractos 
de blancos presentaban cromatogramas muy limpios pero las recuperaciones en 
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muestras fortificadas con 150 ng·g-1 de cada antidepresivo y 500 ng·g-1 de paroxetina-d6 
(SI), no fueron satisfactorias en comparación con el uso de cada sorbente de forma 
individual como se observa en los valores que se reflejan en la Tabla V.8. La combinación 
de Florisil + C18 dieron lugar a recuperaciones <50% en todos los casos muy posiblemente 
asociado a pérdida de los analitos durante el proceso de limpieza. Los extractos más 
limpios junto con recuperaciones superiores al 85% fueron obtenidas usando acetonitrilo 
como solvente de extracción y C18 como adsorbente en la etapa de limpieza de la 
muestra, por lo que estas condiciones fueron seleccionadas como las óptimas, lo cual 
presenta múltiples ventajas ya que es un sorbente económico que proporciona 
recuperaciones cercanas al 100% y reduce notablemente la presencia de sustancias 
interferentes. Es de destacar que en el caso de la determinación de SSRI en pescado, el 
método propuesto no difiere del descrito para determinar estos analitos en matrices más 
sencillas.  
 
Tabla V.8. Recuperaciones obtenidas para SSRIs durante la optimización de la etapa de extracción en 
muestras fortificadas con los cuatro analitos y sus tres metabolitos y paroxetina-d6 como estándar 
interno a la concentración de 150 ng·g-1 y 500 ng·g-1, respectivamente (n = 3). 
COMPUESTO C18 FLORISIL C18 + FLORISIL 
Norfluoxetina 100.4 ± 2.6 31 ± 17 39 ± 5 
Fluoxetina 93.0 ± 3.2 30 ± 14 40 ± 6 
Norsertralina 96.2 ± 3.5 53 ± 11 36 ± 5 
Citalopram 98.0 ± 5.7 12 ± 1 41 ± 11 
Sertralina 100.0 ± 2.4 31 ± 9 49 ± 4 
Desmetilcitalopram 96.8 ± 1.8 10 ± 5 21 ± 5 
Paroxetina 99.0 ± 4.0 54 ± 6 35 ± 3 
 
Estas recuperaciones fueron obtenidas por interpolación de la relación de área entre cada 
analito con el estándar interno en un calibrado en presencia de la matriz para cada analito 
desde 0-1000 ng·g-1 y 500 ng·g-1 de paroxetine-d6 en todos los niveles de concentración.  
 
Con estos resultados se demuestra que la metodología desarrollada para cada 
procedimiento es adecuada para la determinación de NSAIDs y ácido clofíbrico mediante 
el método 1 y SSRIs en el método 2. 
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V.3.3. Características analíticas de los métodos propuestos: Validación 
 
Las características analíticas que se determinaron con el fin de validar los métodos 
propuestos para cuantificar NSAIDs, ácido clofíbrico (método 1) y SSRIs (método 2) en 
muestras de trucha fueron: linealidad de la curva de calibración, límites de detección y 
cuantificación, exactitud (a través del % de recuperación) y precisión. 
 
Las muestras de trucha una vez fortificadas con los analitos, se almacenaron en 
congelador en condiciones de oscuridad durante 24 horas, aproximadamente, para 
permitir la interacción del analito-matriz. Los analitos fueron extraídos y analizados por 




Inicialmente se analizaron seis muestras de tejido de trucha no fortificadas con los 
analitos mediante CG-MS, comprobándose que a los tiempos de retención de los 
fármacos de interés no presentaban ningún pico cromatográfico asociado a la matriz. La 
linealidad de los calibrados de patrón interno se investigó para concentraciones de 
NSAIDs  hasta 500 ng·g-1 y hasta de 1000 ng·g-1 para los antidepresivos. En todos los casos, 
se minimizó el efecto matriz interpolando sobre los calibrados en presencia de la misma 
para cada analito, los cuales fueron lineales, con valores de coeficientes de correlación 
(r2) > 0.995. 
 
 Límites de detección y cuantificación: 
 
Se calcularon los límites de detección (LODs) y límites de cuantificación (LOQs) para cada 
analito a partir de las curvas de calibrado y de la desviación estándar de la concentración 
mínima en la que se ha llevado a cabo el calibrado (3s y 10s para LOD y LOQ, 
respectivamente). Los resultados de LOD y LOQ obtenidos para cada analito se recogen 
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Tabla V.9. LOD y LOQs obtenidos para NSAIDs, ácido clofíbrico y SSRIs obtenidos según los métodos 
analíticos propuestos. 
NSAIDs y Ácido clofíbrico 
COMPUESTO LOD (ng·g-1) LOQ (ng·g-1) 
Ácido clofíbrico 8,5 28,3 
Ibuprofeno 6,2 20,8 
Naproxeno 10,9 36,5 
Diclofenaco 21.0 69,8 
SSRIs 
COMPUESTO LOD (ng·g-1) LOQ (ng·g-1) 
Norfluoxetina 4,3 14,4 
Fluoxetina 6,1 20,3 
Norsertralina 3,5 11,7 
Sertralina 5,0 16,7 
Desmetilcitalopram 1,2 4,2 
Citalopram 7,9 26,4 
Paroxetina 34,5 114,9 
 
 
 Exactitud y precisión: 
 
La exactitud de los métodos que se proponen se llevó a cabo mediante estudios de 
recuperación de los distintos analitos en las muestras de trucha fortificadas a dos niveles 
de concentración en cada analito: 150 ng·g-1 y 250 ng·g-1 de cada NSAIDs y ácido clofíbrico 
(250 ng·g-1 de triclosán como SI) y 150 ng·g-1 y 500 ng·g-1  de cada SSRI (500 ng·g-1 de PAR-
d como SI). Los porcentajes de recuperación se muestran en la Tabla V.10., como se 
pueden observar en todos los casos son muy satisfactorios, estando comprendidos entre 
93 y 114 %. La precisión se evaluó realizando el análisis sobre cinco muestras con ensayos 
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Tabla V.10. Precisión entre días (inter-day) obtenidos para cada analito testado en muestras de tejido de 
trucha (100 mg) fortificadas a dos niveles de concentración 150 ng·g-1 y 250 ng·g-1  de cada NSAIDs y ácido 
clofíbrico (250 ng·g-1 de triclosán como SI) analizadas según método 1 y 150 ng·g-1 y 500 ng·g-1  de cada 
SSRI (500 ng·g-1 de triclosán como SI) analizadas acorde al método 2.  
NSAIDs y ácido clofíbrico 
Muestras de tejido 
de trucha 
Precisión entre días 












Ácido clofíbrico 171 ± 10 6% 114 ± 7 265 ± 15 6% 106 ± 6 
Ibuprofeno 161 ± 11 6% 108 ± 7 260 ± 8 2% 104 ± 3 
Naproxeno 149 ± 15 10% 99 ± 10 245 ± 12 5% 98 ± 5 
Diclofenaco 145 ± 17 11% 97 ± 11 235 ± 12 11% 94 ± 5 
SSRIs 
Muestras de tejido 
de trucha 
Precisión entre días 












Norfluoxetina 151 ± 4 3% 100 ± 3 486 ± 21 4% 97 ± 4 
Fluoxetina 139 ± 5 3% 93 ± 3 497 ± 21 4% 99 ± 4 
Norsertralina 144 ± 5 4% 96 ± 3 502 ± 14 3% 100 ± 3 
Sertralina 150 ± 4 2% 100 ± 2 492 ± 28 6% 98 ± 6 
Desmetilcitalopram 146 ± 3 2% 97 ± 2 489 ± 27 6% 98 ± 5 
Citalopram 147 ± 9 6% 98 ± 6 500 ± 14 3% 100 ± 3 
Paroxetina 148 ± 6 4% 99 ± 4 482 ± 13 3% 96 ± 3 
 
A ambos niveles de concentración, los valores de RSD < 10% para NSAIDs y ácido 
clofíbrico, a excepción del diclofenaco cuyo valor de RSD fue del 11% en los dos niveles de 
concentración testados, para los SSRI los valores de RSD < 6% obtenidos en los SSRIs en 
ambos casos. 
 
V.3.4. Aplicación de las metodologías analíticas propuestas en productos de pescado 
manufacturados 
 
Una vez establecidas las características analíticas de los métodos propuestos, método 1 y 
método 2, para determinar ibuprofeno, naproxeno, diclofenaco, ácido clofíbrico, cuatro 
antidepresivos y tres de sus metabolitos, en productos manufacturados derivados del 
pescado, se procedió a aplicar dichos métodos a diferentes muestras comerciales. Las 
muestras seleccionadas han sido: ralladura de mar (Pescanova), palitos de mar (Eroski), 
muslitos de mar (Eroski) y salchichas de mar (Pescanova). Estos productos han sido 
comprados en supermercados de la localidad de Madrid. Cada muestra se analizó por 
triplicado según método 1 para determinar el contenido de NSAIDs y ácido clofíbrico y 
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según el método 2 para determinar el contenido de SSRI en este tipo de muestras. La 
cuantificación de los diferentes analitos, se llevó a cabo mediante calibración por patrón 
interno en presencia de la matriz. Los resultados obtenidos se muestran en Tabla V.11. 
Los resultados muestran cómo en algún tipo de muestra como ralladura de mar, muslitos 
de mar y salchichas de mar, se ha detectado residuos farmacéuticos a nivel de trazas en 
las distintas muestras evaluadas. Esto conlleva a la necesidad de regulación de los 
fármacos en muestras alimentarias y de desarrollo de metodologías analíticas eficaces 
que permitan la detección y determinación de fármacos. 
 
Tabla V.11. Concentración media (ng·g-1) de NSAID, y ácido clofíbrico y SSRIs en muestras de productos 
manufacturados derivados del pescado. 





Ácido clofíbrico <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 
Ibuprofeno 36 ng·g-1 <LOQ <LOQ <LOQ 
Naproxeno <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 
Diclofenaco 91 ng·g-1 <LOQ 77 ng·g-1 <LOQ 
Norfluoxetina 47 ng·g-1 <LOQ 49 ng·g-1 <LOQ 
Fluoxetina 30 ng·g-1 <LOQ <LOQ <LOQ 
Norsertralina 22 ng·g-1 <LOQ <LOQ 23 ng·g-1 
Citalopram <LOQ <LOQ 361 ng·g-1 <LOQ 
Sertralina 40 ng·g-1 <LOQ <LOQ <LOQ 
Desmetilcitalopram 33 ng·g-1 <LOQ 10 44 ng·g-1 
Paroxetina <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 
 
A modo de ejemplo, en la Figura V.3. se incluye una comparativa entre una muestra 
analizada sin fortificar (color negro) y el cromatograma correspondiente a una muestra de 
palitos de mar tratada acorde al método 2 fortificada a una concentración de 200 ng·g-1 
de cada antidepresivo y 500 ng·g-1 de paroxetina-d6 (color azul) para evaluar y cuantificar 
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Figura V.3. Cromatogramas comparativa entre una muestra analizada sin fortificar (color negro) y el 
cromatograma correspondiente a una muestra de palitos de mar tratada acorde al método 2 fortificada a 
una concentración de 200 ng·g-1 de cada antidepresivo y 500 ng·g-1 de paroxetina-d6 (color azul). 
 
 
Para garantizar la salud y bienestar de los animales es completamente necesario el uso de 
medicamentos veterinarios pero su utilización en animales productos de alimentos puede 
dejar residuos de los mismos en los productos alimenticios obtenidos a partir de los 
animales tratados. Dado este problema, con el fin de proteger la salud del consumidor, 
resulta indispensable evaluar la seguridad de estas sustancias desde el punto de vista del 
riesgo toxicológico, la contaminación ambiental y los efectos farmacológicos y/o 
microbiológicos no deseados que pueden producir. Esta evaluación junto a su 
correspondiente calidad y eficacia, determinará la autorización o no del medicamento 
correspondiente. Por ello, una sustancia farmacológicamente activa puede usarse en 
animales productores si se ha evaluado previamente el riesgo/resultado favorable. 
Además, se establecen valores de LMR para cada sustancia cuando se considera que 
supone un riesgo para la salud humana. Actualmente, la norma básica que recoge y 
regula estos LMR es el Reglamento (CE) Nº 470/2009 del Parlamento Europeo y del 
V.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
- 180 - 
 
Consejo de 6 de Mayo de 2009 por el que se establecen procedimientos comunitarios que 
fijan los límites de residuos de las sustancias farmacológicamente activas en los alimentos 
de origen animal, la cual deroga el Reglamento (CEE) Nº 2377/90 del Consejo y se 
modifican la Directiva 2001/82/CE del Parlamento Europeo y del Consejo y el Reglamento 
(CE) Nº 726/2004 del Parlamento Europeo y del Consejo. 
 
En la Unión Europea, el Reglamento (CE) nº 470/2009 sobre procedimientos comunitarios 
establece la fijación de los límites de residuos de sustancias farmacológicamente activas 
en los alimentos de origen animal. Este reglamento establece los límites máximos de 
residuos de sustancias farmacológicamente activas en los alimentos de origen animal, 
incluyendo carne, pescado, leche, huevos, etc. Con el objetivo de garantizar la seguridad 
alimentaria. 
 
Dentro de este reglamento se define como límite máximo de residuos (LMR) a la 
concentración máxima de un residuo de una sustancia farmacológicamente activa que se 
permite en los alimentos de origen animal. El valor de referencia a efectos de 
intervención es el nivel de un residuo de una sustancia farmacológicamente activa 
establecido por motivos de control en el caso de determinadas sustancias para las que no 
se ha fijado un límite máximo de residuos. Los valores de referencia a efectos de 
intervención se fijan tras la consulta con laboratorios de control oficiales. 
 
La presencia de residuos a concentraciones superiores al límite máximo de residuos (LMR) 
legalmente establecido es un clásico en seguridad alimentaria por la amplia utilización de 
estos compuestos. La causa más frecuente de este incumplimiento suele encontrarse en 
una mala práctica agrícola, en vertidos incontrolados de las aguas residuales, entre otros, 
como la aplicación de dosis superiores a las recomendadas o el incumplimiento de los 
plazos de seguridad. En el caso de los residuos de antiinflamatorios no esteroideos y 
antidepresivos SSRIs, no existen límites máximos establecidos en alimentos procedentes 
de pescado, pero si están establecidos valores de LMR en carnes y leche procedente de 
ganado bovino y porcino para diclofenaco (Tabla V.12.)177.  
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Diclofenaco Diclofenaco Bovinos 
5 g/Kg Músculo 
Para los 
porcinos, el 
LMR en la grasa 
está refiero a 
“piel y grasa en 
proporciones 
naturales” 
1 g/Kg Grasa 
5 g/Kg Hígado 
10 g/Kg Riñón 
0.1 g/Kg Leche 
Diclofenaco Diclofenaco Porcinos 
5 g/Kg Músculo 
1 g/Kg Piel y grasa 
5 g/Kg Hígado 
 
Con el objetivo de controlar la presencia de residuos farmacéuticos en alimentos, es 
necesario seguir una serie de guías que permitan establecer barreras de control de 
seguridad alimentaria para proteger al consumidor. Por ello, resulta vital mejorar y 
desarrollar métodos de análisis en alimentos que sean cada vez más rápidos y eficaces 
que permitan llegar a niveles de detección muy bajos, además de ser más conscientes de 




















































Determinación de residuos farmacéuticos en 
alimentos y muestras medioambientales. 










Las conclusiones derivadas de la presente Tesis Doctoral pueden resumirse en los 
siguientes puntos: 
 
a) Se han desarrollado diferentes metodologías analíticas miniaturizadas y aplicado con 
éxito para determinar, mediante CG-MS, los fármacos: ibuprofeno, naproxeno y 
diclofenaco como antiinflamatorios no esteroideos (NSAIDs), ácido clofíbrico como 
regulador lipídico y antidepresivos SSRIs y sus metabolitos como fluoxetina, sertralina, 
citalopram, paroxetina, norfluoxetina, norsertralina y desmetilcitalopram, en medios 
acuosos, en huevas de lumpo (sucedáneo de caviar) y en larvas de pez cebra.  
 
b) Las metodologías requieren de una extracción con un disolvente orgánico seguida de 
una etapa de limpieza mediante SPE. Acetato de etilo se ha seleccionado como 
extractante más adecuado en el caso de NSAIDs/regulador lipídico y acetonitrilo en el 
caso de los antidepresivos. El adsorbente C18 resultó ser el óptimo, en ambos casos, para 
llevar a cabo la etapa de clean up mediante extracción en fase sólida.  
 
c) La cuantificación de los diferentes analitos se ha llevado a cabo mediante CG-MS previa 
derivatización de los mismos, realizando una calibración sobre matriz para evitar el efecto 
matriz y utilizando triclosán como patrón interno en el caso de los antiinflamatorios y 
paroxetina-deuterada en el caso de los antidepresivos. 
 
d) Los métodos propuestos se han validado en larvas de pez cebra demostrando ser 
adecuados para su empleo en muestras de muy pequeño tamaño (10-100 mg) y con 
elevado contenido lipídico (>15%). 
 
e) Los parámetros de calidad, en términos de linealidad, recuperación, precisión y límites 
de detección/cuantificación, obtenidos para ambos métodos han sido muy satisfactorios. 
 
f) Los métodos analíticos propuestos para determinar los residuos farmacéuticos 
mediante CG-MS se han aplicado al análisis de una variedad de productos 
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manufacturados derivados del pescado. Los resultados mostrados en este trabajo 
presentan un especial atractivo para determinar residuos farmacéuticos en matrices 
complejas.  Los métodos han resultado rápidos, sencillos y sensibles, ya que los LODs y 
LOQs obtenidos permiten detectar cada analito a niveles muy bajos de concentración en 
este tipo de muestras. Además, el consumo de disolventes y reactivos y la pequeña 
cantidad de muestra utilizada (< 100 mg) supone una ventaja importante para desarrollar 
métodos basados en términos de “química verde”, según se plantea en la literatura más 
actual. Además, los métodos propuestos no requieren un equipamiento de alto coste.  
 
g) La evaluación del impacto medioambiental de contaminantes emergentes como son los 
residuos farmacéuticos se ha llevado a cabo empleando larvas de pez cebra, siguiendo la 
recomendación de la normativa REACH que destaca la conveniencia de reducir el número 
de pruebas que impliquen el uso de animales y sugiere la necesidad de desarrollar 
pruebas ecotoxicológicas basadas en enfoques experimentales alternativos como son 
aquellos que involucran peces en  etapas de vida muy tempranas.  
 
h) En este sentido, se ha estudiado el potencial de bioacumulación que tienen las larvas 
de pez cebra que han crecido expuestas durante 72 horas a los diferentes fármacos 
adicionados en concentraciones conocidas a los medios de cultivo. 
 
i) Los experimentos de bioacumulación se han seguido a través del cálculo de los factores 
de bioconcentración, BCFs, determinados a partir de las curvas cinéticas de 1er orden. Los 
valores de BCFs han sido muy bajos, encontrándose entre 1.1 – 9.3 para los cuatro 
antinflamatorios no esteroideos. 
 
j) En el caso de los SSRIs testados, los experimentos de bioacumulación llevados a cabo 
con los compuestos parentales, fluoxetina, sertralina, citalopram y paroxetina, mostraron 
valores de bioconcentración bajos para los cuatro analitos, pero se observó una 
biotransformación de los mismos en sus metabolitos, norfluoxetina, norsertralina y 
desmetilcitalopram, tras seis horas de exposición. Esto implica que la metabolización de  
los compuestos parentales en sus metabolitos debe proporcionar una perspectiva 
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adicional sobre la bioconcentración, así como sobre el perfil toxicológico general de estos 
compuestos en el medio ambiente acuático. 
 
k) Las metodologías propuestas inicialmente han sido evaluadas y mejoradas para la 
determinación de las tres familias de fármacos seleccionadas y su aplicación en muestras 
de tejido de trucha. Ambos métodos propuestos son rápidos, sencillos y sensibles ya que 
los LODs y LOQs obtenidos permiten detectar cada analito a niveles bajos de 
concentración en este tipo de muestras. Además, el consumo de solventes y reactivos y la 
pequeña cantidad de muestra utilizada (100 mg) supone una ventaja importante para 
desarrollar métodos basados en términos de “química verde”, propuesta en la literatura 
más actual y permiten analizar muestras alimentarias que permitan establecer una 
seguridad alimentaria importante y así proteger al consumidor. Además, los métodos 
propuestos no requieren un equipamiento de alto coste. En ambos casos, cada método 
tiene una etapa de extracción y limpieza muy sencilla que requiere un tratamiento de 
muestra mínimo. Esto abre una puerta a la investigación para continuar aplicando y 
desarrollando métodos analíticos tan necesarios desde el punto de vista de la seguridad 
alimentaria y seguridad medio ambiental. 
 
l) Ambos métodos reoptimizados y de nueva aplicación en relación al tipo de muestra 
analizada fueron validados y su eficacia fue investigada. Ambos métodos se aplicaron al 
análisis de una variedad de productos manufacturados derivados del pescado cuyos 
resultados mostrando un enfoque esencial, atractivo y prometedor para la determinación 
de tres familias de fármacos de amplio uso humano y veterinario como los NSAIDs, SSRIs 
y los reguladores lipídicos lo que supone un avance importante en el desarrollo de 
métodos analíticos suficientemente sensibles que permitan la determinación de 
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Determinación de residuos farmacéuticos en 
alimentos y muestras medioambientales. 
Evaluación de su toxicidad con larvas de pez 
zebra. 
 
ANEXO A. Polímeros de impresión molecular  
(MIPs)
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Además de la problemática de la contaminación de las aguas, además, hay un interés 
creciente en el análisis de productos lácteos, cárnicos y de pescado, más enfocado a 
muestras alimentarias debido a la incorporación de una gran variedad de contaminantes 
a los seres humanos y animales a través de la cadena trófica. Dentro de los productos 
lácticos, se encuentra la leche como representante principal. Los medicamentos y otros 
compuestos químicos presentes en las madres de lactantes podrían afectar a los mismos. 
Se estima que entre el 90-99% de las madres utilizan algún medicamento durante la 
primera semana después del parto y, por tanto, es importante estimar los riesgos que 
pueden conllevar al niño. Como norma general, no es necesario interrumpir la lactancia 
antes de asegurarse que realmente supone un riesgo para el niño puesto que, excepto 
algunos medicamentos concretos, la mayoría no suponen ningún problema para su salud. 
Adicionalmente, que un medicamento se excrete en la leche materna no implica 
necesariamente toxicidad para el lactante, ya que tendría que alcanzar determinadas 
concentraciones para originar efectos adversos en el lactante; y en la mayoría de los 
casos los niveles plasmáticos alcanzados son de escasa relevancia clínica178. 
 
Se considera que la cantidad de leche que ingiere un niño que se alimenta exclusivamente 
mediante lactancia materna es de aproximadamente 150 mL·Kg-1·día-1; a medida que el 
niño crece, y empieza a recibir otros aportes alimenticios, lógicamente disminuye el 
riesgo de exposición a medicamentos por esta vía. No obstante, la absorción de un 
medicamento por medio de la lactancia, en pequeñas cantidades pero repetidas, podría 
dar lugar a su acumulación, debido a la inmadurez del metabolismo hepático 
(especialmente en cuanto a los procesos de acetilación, oxidación y glucuronidación) y de 
la excreción renal.  
La excreción de los medicamentos a través de la leche de la madre se realiza tanto por 
difusión pasiva como por medio de sustancias transportadoras; aunque la mayoría de los 
medicamentos pasan a la leche desde el plasma por difusión pasiva. La cantidad de 
medicamento que se excreta a través de la leche depende de factores de la madre, del 
niño y del propio medicamento (Tabla A.1.). Entre los factores relacionados con el 
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fármaco se encuentran su peso molecular, el grado de unión a proteínas plasmáticas, pH, 
grado de ionización y liposolubilidad. De forma general, los medicamentos de elevado 
peso molecular y aquellos que se inactivan o alteran en medio ácido (heparina, 
epinefrina, ciertas penicilinas y cefalosporinas) suelen ser escasamente absorbidos en el 
tracto gastrointestinal, lo que probablemente hace que la cantidad que llegue al lactante 
sea muy escasa178. Los factores que determinan la excreción de los medicamentos en la 
leche materna pueden ser de dos tipos: factores maternos o bien por factores del niño. 
 
FACTORES MATERNOS 
 Composición de la leche: los medicamentos más lipófilos se excretan en mayor 
concentración en la leche madura que en el calostro. 
 Fisiología de la glándula mamaria: cantidad de leche producida, etc. 
 Farmacocinética: una insuficiencia hepática y/o renal de la madre podría 
determinar que aumentase la concentración de un medicamento, con mayor 
riesgo de paso a la leche. 
 Intervalo de administración. 
 
FACTORES DEL NIÑO 
 Capacidad de succión del niño y frecuencia de las tomas. 
 Tiempo transcurrido desde la administración del medicamento a la madre. 
 Biotransformación del fármaco: existen diferencias respecto a los adultos. 
 
La lactancia puede verse afectada por los medicamentos de diferentes formas. Los 
medicamentos pueden excretarse en la leche de la madre, o bien la lactancia puede ser 
inhibida o estimulada. Factores como las propiedades fisicoquímicas, ionización (al ser la 
leche más ácida que el plasma, los medicamentos ligeramente básicos difunden mejor en 
la leche respecto a los que son ligeramente ácidos), liposolubilidad (aquellos fármacos 
más liposolubles pasan mejor a la leche materna), peso molecular (a mayor peso 
molecular del fármaco, mayor dificultad para penetrar en la leche materna) y 
propiedades farmacocinéticas (absorción gastrointestinal, unión a proteínas plasmáticas, 
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etc) favorecen o impiden la incorporación de estos compuestos a la leche materna, con 
las consiguientes consecuencias para el lactante178. 
 
Dentro de los posibles contaminantes que se pueden encontrar en la leche materna, 
destacan los reguladores lipídicos de la sangre. En la Tabla A.1. se muestran los 
principales medicamentos de este tipo que se han encontrado en la leche materna178. En 
esta tabla, se recogen los distintos hipolipemiantes encontrados, la fuente de riesgo que 
supone para el lactante (A: compatible con la lactancia; B: Precaución; B*: Precaución por 
no disponerse de datos sobre su excreción en leche materna; C: Contraindicado) y datos 
sobre su excreción. 
 
Tabla A.1. Contaminantes hipolipemiantes encontrados en muestras de leche materna. 
MEDICAMENTO FUENTE DE RIESGO OBSERVACIONES 
Atorvastatina B 
No se disponen de datos sobre su 
excreción en leche materna; si bien se 
considera probable para las estatinas. 
Podría afectar a la biosíntesis de 
colesterol del lactante. 
Colestiramina A/B 
No se absorbe en el tracto 
gastrointestinal. No se excreta en 
leche materna. Su uso prolongado 
puede provocar déficit de vitaminas 
hidrosolubles. 
Clofibrato B 
No se disponen de datos sobre su 
excreción en leche materna; si bien se 
excreta su metabolito activo (ácido 
clofíbrico). El clofibrato se utiliza en 
neonatos para tratar la ictericia 
Colestipol A/B 
No se absorbe en el tracto 
gastrointestinal. No se excreta en 
leche materna. Su uso prolongado 
puede provocar déficit de vitaminas 
hidrosolubles. 
Fluvastatina C 
Se concentra en leche materna. 
Podría afectar a la biosíntesis de 
colesterol del lactante.  
Gemfibrozilo B 
No se disponen de datos sobre su 
excreción en leche materna. Ha 
mostrado toxicidad fetal en animales 
y podría ser potencialmente tóxico 
para el lactante 
Lovastatina C 
No se disponen de datos sobre su 
excreción en leche materna, ni sobre 
la significación clínica de la misma en 
humanos. Si podría afectar a la 
biosíntesis de colesterol del lactante. 
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Se excreta en leche materna, al 
parecer en baja proporción. Podría 
afectar a la biosíntesis de colesterol 
del lactante.  
Probucol 
C 
No se disponen de datos sobre su 
excreción en leche materna, ni sobre 
la significación clínica de la misma en 
humanos. Podría afectar a la 
biosíntesis de colesterol del lactante. 
Simvastatina 
 
No existe una legislación clara sobre la presencia de ácido clofíbrico en leche materna. 
Debido a su similitud con el herbicida 2,4-D (ácido 2,4-clorofenoxiacético), se toma su 
límite máximo permitido para establecer la concentración máxima legislada para el ácido 
clofíbrico en leche, siendo ésta de 0.01 ng·g-1 179. Estos niveles tan bajos obligan a 
desarrollar métodos muy sensibles, robustos y sencillos  que permitan determinar ácido 
clofíbrico a este nivel de concentración. 
 
De forma general, la leche es una matriz importante para el control de fármacos y sus 
metabolitos. Los métodos encontrados en la literatura para la determinación de estos 
compuestos en leche describen el empleo de técnicas cromatográficas como HPLC-UV y 
existe una tendencia clara para la determinación de multiresiduos mediante el empleo de 
GC/MS, LC/MS o, incluso LC/MS-MS. Además, la mayoría de los sistemas de detección se 
centraron en el análisis de pocos compuestos de forma simultánea, a pesar de que en la 
bibliografía sí existen análisis de varios compuestos empleando LC-DAD, con límites de 
detección entre 2-15 ng·mL-1, LC-ESI-Trampa de Iones-MS/MS con LOD de 5 ng·mL-1, o 
bien, mediante UPLC-TOF-MS, con límites de detección comprendidos entre 6.3-25 ng·mL-
1 180. 
 
El análisis de muestras medioambientales y biológicas requiere de métodos largos y 
tediosos. Una alternativa clara que permite el análisis de las mismas de forma sencilla y 
rápida es mediante el empleo de polímeros de impresión molecular, los cuales llevan a 
cabo una etapa de limpieza previo al análisis, la cual permite eliminar en mayor medida 
todos aquellos interferentes que compliquen la identificación y el efecto matriz 
correspondiente así como permite la cuantificación del analito en las muestras y, además, 
permiten preconcentrar los mismos a bajos niveles de concentración. Esto, unido a la 
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necesidad de llegar a concentraciones de g·L-1, hace evidente la necesidad de emplear 
procedimientos de extracción en fase sólida mediante el empleo de un adsorbente 
selectivo para ácido clofíbrico, como son los polímeros de impresión molecular. 
 
Uno de los principales problemas en el análisis de muestras medioambientales, 
alimentarias o biológicas es la complejidad de las mismas. Es por ello, que en la mayoría 
de las ocasiones, se requieren inevitables etapas de extracción de los analitos y, además, 
es necesario realizar una etapa de limpieza adicional a los extractos obtenidos de las 
muestras, cuyo principal objetivo es eliminar la mayor parte de los compuestos presentes 
en la matriz y que puedan interferir en la determinación del analito de interés. Esta etapa 
de limpieza de las muestras será tanto más eficaz cuanto más selectivo sea el material 
empleado en dicho proceso. 
 
En esta etapa de limpieza, juegan un papel muy importante los polímeros de impresión 
molecular (MIPs). La tecnología de impresión molecular está basada en la síntesis de 
polímeros altamente entrecruzados que presentan propiedades de reconocimiento 
molecular selectivo hacia los compuestos para los cuales han sido sintetizados. Dicho 
reconocimiento se basa en la creación, mediante el proceso de polimerización, de 
cavidades específicas de unión, que son complementarias, en tamaño, forma y 
funcionalidad química al analito utilizado como analito plantilla en la síntesis del 
polímero181-182. 
 
La historia de la tecnología de impresión molecular se remonta a 1931, año en el que 
Polyakov183 descubrió que el gel de sílice era capaz de reconocer a determinados aditivos 
que estaban presentes durante la fabricación y secado del mismo. En los años 70-80, los 
trabajos desarrollados por Wulff et al.184 , Takagishi y Klotz185 y Mosbach186 demostraron 
la presencia de la impronta o huella molecular en polímeros orgánicos.  
 
Una de las aplicaciones más importantes de los MIPs ha sido su empleo como 
adsorbentes selectivos en procesos de extracción en fase sólida para la limpieza y/o 
preconcentración de muestras187-189. Esta etapa del tratamiento de la muestra conlleva 
una gran dificultad y proporciona uno de los mayores problemas con los que se encuentra 
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el químico analítico a la hora de efectuar el análisis de muestras medioambientales y 
agroalimentarias, entre otras. Las extraordinarias características de afinidad y selectividad 
de estos materiales han hecho que los MIPs hayan sustituido a los adsorbentes basados 
en el empleo de anticuerpos (inmunosorbentes) en numerosas ocasiones. Otra de sus 
aplicaciones de mayor auge es su empleo como fases estacionarias para su uso en HPLC y 
electrocromatografía capilar (CEC), suponiendo una gran ventaja ya que se unifica el 
proceso de limpieza de la muestra y la determinación de los analitos, lo que permite 
reducir el tiempo de análisis considerablemente. Además, los MIPs han sido utilizados 
como fases selectivas en el desarrollo de sensores químicos190-191, para la purificación de 
compuestos en síntesis orgánica o bien como catalizadores192-193 o incluso para la 
liberación retardada de productos farmacéuticos en el cuerpo humano194. 
 
En términos generales, la técnica de impresión molecular se basa en la preparación de un 
polímero altamente entrecruzado en presencia de un analito (conocido como plantilla) 
para el cual se desea un reconocimiento selectivo. Inicialmente, se pone en contacto el 
analito con un monómero adecuado cuya finalidad es la de formar un complejo de pre-
polimerización, al que posteriormente se le añade un agente entrecruzante, un iniciador 
de la reacción y un medio disolvente en el cual se lleva a cabo la polimerización 
(denominado porogen). Una vez que se ha sintetizado el polímero, se extrae el analito 
plantilla y se dejan libres los sitios de reconocimiento específico. Esta síntesis consta de 
tres etapas básicas esquematizadas en la Figura A.1. La primera etapa supone el contacto 
con el analito plantilla y el monómero, lo que da lugar al complejo de pre-polimerización. 
Dependiendo del enlace formado entre ambos así como su estabilidad, las propiedades 
del polímero obtenido serán diferentes. A continuación, en la segunda etapa, se lleva a 
cabo el proceso de polimerización, cuyo mecanismo suele ser, por norma general, de 
propagación por radicales libres, la cual puede ser inducida térmica o fotoquímicamente. 
Finalmente, la última etapa, supone la eliminación del analito plantilla de la matriz 
polimérica, lo que genera huecos o cavidades creadas que son complementarias en 
tamaño, forma y funcionalidad química al analito plantilla, lo que permite que pueda ser 
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La síntesis de polímeros de impresión molecular presenta una serie de parámetros a 
optimizar como la naturaleza y cantidad de monómero, iniciador, entrecruzante y 
porogen, la forma de iniciación de la polimerización ay la metodología empleada, la forma 
y el tamaño del analito plantilla, entre otras, lo cual resulta muy complejo195-196. 
 
El método de polimerización llevado a cabo influye sobre la morfología del polímero 
obtenido, lo cual permite obtener partículas esféricas mono- o polidispersas, partículas de 
tamaño de poro controlado, agregados aleatorios de partículas, bloques, etc. Además, 
también puede afectar al reconocimiento de los analitos por parte del polímero.  
 
El método de polimerización es elegido en base a la aplicación del polímero impreso. Por 
ejemplo, cuando el polímero se va a utilizar como fase estacionaria, los métodos 
específicos de polimerización son concretos. Dentro de los métodos de polimerización 
más habituales en la preparación de polímeros de impresión molecular son los siguientes: 
 
 Polimerización en bloque: fue el primer método de polimerización empleado en la 
síntesis de MIPs197. Este método está basado en la mezcla del analito plantilla, 
monómero, entrecruzante, iniciador y porogen, los cuales se someten a la 
polimerización mediante un mecanismo a través de radicales libres, iniciado tanto 
fotoquímico como térmicamente. Una vez obtenido el polímero, se tritura y tamiza 
hasta obtener partículas micrométricas amorfas. A continuación, se elimina el 
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analito plantilla dejando las cavidades libres para el reconocimiento del selectivo 
del analito de interés.  
 
 El inconveniente que presenta este método reside en la necesidad de triturar y 
tamizar el polímero hasta obtener el tamaño de partícula deseado, debido a que 
en dicho proceso se pierde una gran cantidad de polímero lo que hace que el 
rendimiento de la polimerización disminuye drásticamente. Otra de las 
desventajas es la heterogeneidad en el tamaño de partícula y la forma de las 
mismas. 
 
 Polimerización por precipitación: se basa en el empleo de un exceso de disolvente, 
lo que hace que la mezcla de reactivos se encuentre más diluida que en el caso de 
polimerización en bloque. Como consecuencia, se produce una dispersión de 
partículas esféricas de polímero independientes en el seno de la disolución198. 
 
Como principales ventajas de este método, hay que destacar la obtención  de 
partículas esféricas y obtención de un gran rendimiento de polimerización ya 
 que el polímero no se tritura ni se tamiza. Además, en comparación con las 
 partículas obtenidas por polimerización en bloque, éstas poseen una mayor 
 capacidad y una distribución más homogénea de los sitios de unión.  
 
Por lo general, el tamaño de partícula obtenido mediante este procedimiento es 
muy pequeño (alrededor de 1 m) lo que genera problemas cuando se emplea 
como fase estacionaria en técnicas de separación199. 
 
 Polimerización por suspensión: está basada en la combinación de un medio 
orgánico hidrofóbico, en el que se encuentra la mezcla de polimerización, y un 
medio orgánico inmiscible con el anterior en fase acuosa, aunque el empleo de 
esta última es mucho menos frecuente debido a que dificulta seriamente la 
interacción entre el analito plantilla y el monómero. La mezcla de ambos medios 
se agita, de manera que se crean un micro-gota en suspensión en las que tiene 
lugar la polimerización200. La principal ventaja de este procedimiento es que 
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permite controlar el tamaño de las partículas, ya sea mediante la adición de un 
estabilizador (polivinilalcohol o líquidos iónicos) o por el control de la velocidad de 
agitación201-203. 
 
 Polimerización por hinchamiento: fue, inicialmente, descrito por Hosoya204. Está 
basado en la síntesis de partículas esféricas de látex en medio acuoso y, 
posteriormente, se produce el hinchamiento de esas partículas por la formación de 
una microemulsión mediante la adición de dibutilftalato como agente 
plastificante. A continuación, las partículas de látex se impregnan con la mezcla de 
pre-polimerización, de forma que se sintetiza una capa de polímero en su 
superficie. 
 
Los principales inconvenientes del método son la complejidad del mismo y, al 
llevar a cabo la síntesis en medio acuoso, la interacción mediante la formación de 
enlaces por puente de hidrógeno entre el analito plantilla y el monómero estaría 
desfavorecida en el caso de emplear la síntesis no covalente.  
 
 Precipitación en partículas de sílica: de tamaño conocido y posterior redisolución 
de las mismas. Está basado en la impregnación de las partículas de sílica con la 
disolución de polimerización. La principal complejidad de este método reside en el 
estricto control del volumen de disolución de polimerización empleado, ya que no 
debe ser superior al volumen total de los poros de las partículas de sílica, para 
evitar la polimerización en el exterior de las mismas o la formación de agregados 
de partículas. 
 
Tras la síntesis del polímero, este debe triturarse y tamizarse hasta obtener un tamaño de 
partícula entre 50-100 m. A continuación, se elimina el analito plantilla con la finalidad 
de liberar las cavidades formadas. Esta segunda etapa se hace mediante extracción 
Soxhlet o lavado con disolventes de elevada constante dieléctrica para, finalmente, 
trasvasarse una pequeña cantidad (100-200 mg) a un cartucho y llevar a cabo las 
diferentes extracciones en modo discontinuo, constituyendo las etapas de un proceso de 
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SPE habitual. A modo de resumen, las etapas de un proceso de extracción en fase sólida 
(SPE) se recogen en la Figura A.2. 
 
 
Figura A.2. Etapas implicadas en un proceso de extracción sobre un polímero de impresión molecular 
(MIP). 
 
Las condiciones de extracción se optimizan en base a la solubilidad de los analitos en los 
distintos disolventes empleados en cada una de las etapas, con el tipo de interacción 
entre analito-polímero y en el porogen empleado durante la polimerización. Por tanto, el 
disolvente más adecuado para efectuar la carga de la muestra será aquel que favorezca la 
unión entre los analitos y el polímero, siendo el porogen una primera aproximación para 
considerar. Sin embargo, el solvente empleado en la etapa de elución será aquel que 
presente mayor facilidad para romper la interacción específica entre el analito y el MIP. 
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A.2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
A.2.1. Reactivos e instrumentación utilizada 
 
La Tabla A.2. muestra los fármacos, reactivos (grado HPLC) y sorbentes utilizados en el 
desarrollo del método.  
 
Tabla A.2. Fármacos, reactivos y sorbentes empleados en el desarrollo del método analítico. 
COMPUESTO Fórmula empírica/ CASA COMERCIAL 
Ácido clofíbrico (CFB) 2-(p-chlorophenoxy)-2-methylpropioniac acid 
(Sigma Aldrich) 
Acetonitrilo (AcN) Scharlab (Barcelona) 
Metanol (MeOH) Scharlab (Barcelona) 
Agua ultrapura  Millipore Ibérica (Madrid) 
Ácido metacrílico Scharlab (Barcelona) 
Acetona (Scharlau) 
4-vinilpiridina Sigma Aldrich (Madrid) 
Azobisisobutironitrilo (AIBN) Sigma Aldrich (Madrid) 
Etilenglicol dimetacrilato (EDMA) Sigma Aldrich (Madrid) 
Cartuchos SPE comerciales C-18  Scharlab (Barcelona) 
Cartuchos SPE comerciales OASIS MAX Scharlab (Barcelona) 
 
La instrumentación utilizada se detalla a continuación: 
 Sistema de HPLC, que incluye: 
o Desgasificador de membrana (Thermo Separation Products, Madrid) 
o Bomba de alta presión ConstaMetric 4100 Series (Thermo Separation 
Products, Madrid) 
o Válvula de inyección 7725i Rheodyne con bucle de 200 µL 
o Detector DAD SpectroMonitor 5000 (Thermo Separation Products, Madrid) 
o Columna Kromasil  C18 (250mm x 4.6mm, 5 μm) (Scharlab, Barcelona) 
 Centrífuga Univapo Concentrator (Biogen Científica, Madrid) 
 Bomba de vacío Unijet II (Biogen Científica, Madrid) 
 Sistema de extracción a vacío (Varian, Barcelona) 
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 Sonda de US focalizada (Sonics, Vibracell) 
 
A.2.2. Síntesis de los polímeros generados por impresión molecular 
  
Se ha puesto a punto un método de extracción en fase sólida empleando un polímero de 
impresión molecular utilizando ácido clofíbrico como analito plantilla. El proceso de 
polimerización seguido para la síntesis del polímero impreso (MIP) y no impreso (NIP), se 
detalla a continuación: 
 
1. Analito plantilla: Ácido clofíbrico (1 mmol). Analito plantilla utilizado en la síntesis 
de MIP. 
2. Monómero funcional: MAA/4-vinilpiridina (4 mmol) 
3. Entrecruzante: EDMA (20 mmol) 
4. Iniciador: AIBN (0.1 mmol) 
5. Porogen: Acetonitrilo (15 mL) 
 
Con estas proporciones de disolvente, se obtiene un polímero de precipitación (MIP), con 
partículas de pequeño tamaño, que es necesario tamizar para obtener un tamaño de 
partícula inferior. 
 
En un primer paso, se ponen en contacto el analito plantilla y el monómero con el fin de 
formar el complejo de “prepolimerización” acorde al esquema indicado en la Figura A.1. 
Transcurridos unos minutos, se añade el agente entrecruzante, el iniciador y, finalmente, 
el porogen. La mezcla resultante se somete a una temperatura de 60-70ºC durante 24 
horas. 
 
Una vez sintetizados el polímero impreso y no impreso (sintetizado de forma análoga 
pero sin analito plantilla, conocido como NIP), los polímeros se trituran y tamizan hasta 
conseguir un tamaño de partícula comprendido entre 50-100 m. Esta fracción, se 
somete a un procedimiento de limpieza para eliminar el analito plantilla, mediante una 
extracción Soxhlet con una mezcla de disolventes MeOH/Ácido acético 50:50 durante 12 
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h, de tal manera que se crean las cavidades específicas para el reconocimiento del analito 
y se eliminan los restos de reactivos que no hayan reaccionado.  
 
A.2.3. Procedimiento de extracción en fase sólida (MISPE) 
 
Un proceso de extracción en fase sólida requiere la optimización de las etapas implicadas 
en el mismo: carga, lavado y elución (Figura A.2.), cuyo objetivo principal es obtener la 
máxima recuperación en el MIP y la mínima interacción del mismo en el NIP. 
 
Para optimizar el proceso MISPE, diferentes cartuchos de extracción son empaquetados 
con 200 mg de polímero impreso y no impreso. Sobre diferentes réplicas de cada uno, se 
llevan a cabo el estudio de las cuatro etapas básicas del proceso indicadas en la Figura 
A.2.  
 
El proceso optimizado comprende las etapas que se indican en la Tabla A.3. 
 
Tabla A.3. Etapas optimizadas en el proceso MISPE. 
ETAPAS Solvente 
Acondicionamiento 50 mL MeOH y 50 mL AcN 
Carga 2 mL de ácido clofíbrico en acetonitrilo  
Lavado 6% MeOH en acetonitrilo 
Elución 20 mL MeOH 
Redisolución 
Evaporación y redisolución en 1 mL de fase móvil, 
MeOH/Ácido Fosfórico 10 mM en proporción 
(70:30 v/v) 
 
A.2.4. Determinación de ácido clofíbrico 
 
La determinación de ácido clofíbrico se lleva a cabo mediante cromatografía líquida 
acoplada a un diodo array (DAD) como sistema de detección. Para ello, las condiciones 
cromatográficas son las que se indican en la Tabla A.4. 
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Tabla A.4. Condiciones cromatográficas optimizadas para la determinación de ácido clofíbrico en 
muestras de leche comercial. 
Condiciones cromatográficas 
Análisis  HPLC-DAD 
Columna Kromasil C18 (250mm x 4.6mm, 5 μm) 
Fase móvil MeOH/Ácido fosfórico 10 mM (v/v 70:30) 
Flujo 1 mL/min 
Volumen de inyección 200 L 
Detección 227 y 279 nm 
Elución Isocrática 
 
Para la cuantificación de ácido clofíbrico se utilizó un calibrado externo en el rango 
adecuado de trabajo preparado diariamente a partir de solución stock de ácido clofíbrico 
en acetonitrilo.  
 
A.2.5. Muestras de leche comercial 
 
La determinación de ácido clofíbrico se ha llevado a cabo a partir de muestras de leche 
sometidas a dos tratamientos diferentes: 
 
PROCESO 1: En primer lugar, con objeto de estudiar la influencia del resto de la matriz 
en la determinación del analito, se ha realizado un proceso de precipitación de 
proteínas en una muestra de leche comercial, en el cual se tratan 5 mL de leche con 15 
mL de AcN. La mezcla se mantiene en reposo durante 30 minutos y a continuación, se 
centrifuga (a 15° y 15 rcf). Tras la centrifugación, el extracto se fortifica con una 
disolución de ácido clofíbrico en acetonitrilo (etapa de carga) y se lleva al cartucho de 
extracción en fase sólida empaquetado con el polímero impreso de ácido clofíbrico al 
que se somete a las diferentes etapas del proceso MISPE optimizado. 
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PROCESO 2: En segundo lugar, para simplificar el tratamiento de la muestra, se ha 
llevado a cabo un método de análisis fortificando las muestras de leche directamente, 
sin necesidad de llevar a cabo el proceso de precipitación de proteínas previo. A 
continuación, la leche enriquecida en ácido clofíbrico se adicionó sobre el cartucho 
empaquetado con el MIP y se aplicaron las diferentes etapas del proceso MISPE. 
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A.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
A.3.1. Optimización de la separación cromatográfica mediante HPLC-DAD 
 
Se ha llevado a cabo un estudio que  ha permitido seleccionar la fase móvil más 
adecuada, la cual debe permitir alcanzar un compromiso entre el tiempo del análisis 
(tiempo de retención del analito, tR) y, la resolución entre dos picos consecutivos. 
Además, la fase móvil a elegir debe ser compatible con la etapa de elución del proceso 
MISPE. Acorde a la bibliografía, las fases móviles más adecuadas están basadas en 
AcN/Ácido fosfórico, Hexano/2-propanol o bien mezclas de MeOH/Ácido fosfórico205. 
 
El resultado obtenido concluye que fases móviles que contienen AcN, dan lugar a la 
aparición de picos cromatográficos de ácido clofíbrico no simétricos con un frente que 
dificulta notoriamente su cuantificación, por lo que fue descartada. Por tanto, se 
evaluaron fases móviles de metanol con diferentes proporciones de ácido fosfórico a 
distintas concentraciones. La Tabla A.5. muestra los resultados obtenidos en relación a 
los tiempos de retención de ácido clofíbrico obtenido para cada proporción y 
concentración de ácido fosfórico evaluado. En esta tabla se observa que un aumento en la 
concentración de ácido fosfórico disminuye muy ligeramente los tiempos de retención, 
pero, por el contrario, la presencia de ácido fosfórico como eluyente en el proceso MISPE, 
implica emplear tiempos de evaporación del extracto final superiores y, además, etapas 
de acondicionamiento de la columna largas para evitar su cristalización. Por ello, se 
seleccionó una concentración de 10 mM como concentración de ácido fosfórico óptimo 
para usarlo como componente de la fase móvil. Un aumento de la proporción de metanol 
(> del 70%) se descartó, ya que si bien disminuía el tR, daba lugar a una resolución baja, 
dado que su factor de capacidad se hace muy pequeño (tR- tM)/tM (donde tM: 3.1 min).  
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A la vista de los resultados obtenidos, se seleccionó como fase móvil la formada por 
MeOH/Ácido Fosfórico 10 mM en proporción 70% de MeOH y 30% de ácido fosfórico, de 
tal forma que permite obtener el ácido clofíbrico en 9.6 minutos. A pesar de que otras 
fases móviles evaluadas presentaban un tiempo de retención menor, se ha seleccionado 
éste como óptimo, ya que es necesario separar el pico del ácido clofíbrico de la matriz de 
la muestra así como del pico de inyección y, además, se consigue mejorar el límite de 
detección y aumentar la sensibilidad de forma notable. 
 
En estas condiciones, se llevó a cabo un calibrado externo medido a 227 y 279 nm. La 
medida realizada a 227 nm (Figura A.3.a) tiene una mayor sensibilidad pero está sujeta a 
un mayor número de interferencias, aunque se eliminarán posteriormente en el proceso 
MISPE (Figura A.3.). El límite de detección medido como 3Sb/pte es de 6 g·L-1 y la 
precisión medida como la desviación estándar, R.S.D., es de 3% para una concentración 
de 50 g·L-1, n= 3.  







Figura A.3. Calibrado de ácido clofíbrico en MeOH/Ácido fosfórico medido a 227 nm (a) y 279 nm (b) en 
un rango de concentración entre de 0 y 5 ng·mL-1. 
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A.3.2. Síntesis del polímero impreso de ácido clofíbrico 
 
Se han sintetizado dos clases de polímeros según lo indicado en el apartado A.2.3. 
Procedimiento de extracción en fase sólida (MISPE), diferenciado únicamente en el 
monómero empleado: ácido metacrílico o 4-vinilpiridina. Paralelamente, se sintetizaron 
los correspondientes polímeros no impresos (NIP), en ausencia de la plantilla de ácido 
clofíbrico. 
 
Una vez obtenidos ambos polímeros, se empaquetaron 200 mg de cada polímero en 
sendos cartuchos y se hizo pasar a través del cartucho 2 mL de una disolución de 6 mg·L-1 
ácido clofíbrico en AcN. Posteriormente, se evaluó la cantidad de ácido clofíbrico en la 
disolución de la carga recogida y se calculó la recuperación. Los resultados se recogen en 
la Tabla A.6. 
 
Tabla A.6. Recuperación (%) obtenido para cada etapa en el polímero MIP y NIP sintetizado. 
 
Monómero empleado en la 
síntesis del polímero 
% Recuperación 
Polímero no impreso Polímero impreso 
4-vinilpiridina 73% 15% 
Ácido metacrílico 73%  73% 
 
Según los resultados mostrados, el polímero sintetizado con 4-vinilpiridina como 
monómero, tiene claramente un efecto de impresión para ácido clofíbrico que no lo 
presenta el polímero de ácido metacrílico, ya que, en este caso, parece que no hay 
retención o ésta es inespecífica. Por esta razón, se escoge el polímero sintetizado con 4-
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A.3.3. Optimización del proceso MISPE 
 
Mediante la realización de ensayos de extracción en fase sólida (SPE) fuera de línea, se 
seleccionaron las condiciones óptimas de las etapas de carga, lavado y elución, para lo 
cual, se rellenaron cartuchos con 200 mg de material polimérico sintetizado previamente. 
Igualmente, se realizaron ensayos paralelos con el polímero no impreso (NIP). En ambos 
casos, se han llevado a cabo las cuatro etapas clásicas de un proceso de SPE: 
 
a) Inicialmente, se realiza el acondicionamiento del polímero, para el cual se emplean 50 
mL de MeOH y 50 mL de AcN, de tal manera que se garantiza que las cavidades generadas 
se quedan en las condiciones óptimas para retener el analito de interés en la etapa de 
carga. 
 
b) Como medio para la carga de la muestra o de las soluciones estándar, se ha 
seleccionado acetonitrilo, ya que las interacciones específicas más fuertes generalmente 
tienen lugar cuando la carga se realiza en el mismo medio que el empleado en la 
polimerización. 
 
c) La optimización de la etapa de lavado se lleva a cabo con el fin de eliminar 
cuantitativamente las interacciones inespecíficas sin afectar a las interacciones específicas 
entre ácido clofíbrico y las cavidades generadas en el polímero impreso. La disolución de 
lavado óptima será aquella que permita eluir el analito de interés del polímero no 
impreso pero lo mantenga dentro de sus cavidades en el MIP. Para ello, se parte de la 
hipótesis que al presentar una matriz polimérica análoga, las interacciones inespecíficas 
son similares en ambos polímeros, MIP y NIP.  
 
Para optimizar la disolución de lavado, se han probado distintas mezclas metanol – 
acetonitrilo, en las que se fue variando la proporción de metanol entre 0 y 10 %. 
Posteriormente, se ha evaluado la cantidad de ácido clofíbrico que se queda retenido tras 
dicho proceso (en MIP y NIP), de forma que la disolución óptima será aquella en la que se 
minimice la recuperación en el NIP (de esta forma se garantiza una máxima eliminación 
de los compuestos unidos inespecíficamente) sin disminuir la recuperación obtenida en el 
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MIP, para evitar que las interacciones específicas se vean afectadas como consecuencia 
del proceso de lavado del polímero. 
d) En todos los casos, se cargaron 2 mL de ácido clofíbrico de 6 g·mL-1 y el volumen de la 
disolución de lavado fue de 5 mL. En la Tabla A.7., se muestra la variación de la 
recuperación obtenida en los polímeros MIPs y NIPs en función del porcentaje de metanol 
presente en la disolución de lavado. Los resultados obtenidos muestran que, a medida 
que aumenta la polaridad de esta disolución, se eliminan las interacciones inespecíficas y 
el analito se eluye del polímero NIP cuando un 6% de metanol está presente en la 
disolución de lavado (acetonitrilo). En estas condiciones, el analito sigue retenido en el 
MIP debido a interacciones específicas. Por todo ello, se elige 6% de MeOH en AcN como 
% óptimo en la disolución de lavado, obteniendo para estos resultados una desviación 
estándar media de 2.3%. 
Tabla A.7. Composición de las diferentes disoluciones de lavado empleadas y % de recuperación obtenido 





NIP (%) MIP (%) 
1 0% 55 3 
2 2% 62 4 
3 4% 68 6 
4 6% 71 6 
5 8% 72 8 
6 10% 71 7 
e) Por último, se ha optimizado la última etapa del proceso MISPE, la etapa de elución. 
Para ello, se emplean diferentes medios de elución, en donde se utilizan diferentes 
volúmenes de MeOH y diferentes proporciones de fase móvil. Los resultados se muestran 
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Tabla A.8. % Recuperación obtenidos en la optimización de la etapa de elución. 
VOLUMEN MEDIO % RECUPERACIÓN 
1 mL  MeOH 0 
5 mL  MeOH 31 
10 mL  MeOH 37 
20 mL  MeOH 75 
1 mL  MeOH/ H3PO4 10 mM (80:20) 15 
5 mL  MeOH/ H3PO4 10 mM (80:20) 29 
 
Según se observa en la Tabla A.8., se eligen 20 mL de MeOH como medio óptimo de 
elución, ya que es el único medio que permite obtener mayor recuperación del analito. A 
pesar de que, para distintas proporciones de fase móvil, la recuperación es mayor con 
menor volumen, implicaría aumentar éste para obtener una mayor recuperación y por 
consiguiente, habría que introducir una etapa de evaporación y redisolución, lo que hace 
que en medio ácido no sea viable.  
 
En las condiciones óptimas, se realizaron sucesivos experimentos del proceso MISPE 
completo, carga, lavado y elución, obteniendo los resultados que se muestran en la Tabla 
A.9., en donde se muestra el % recuperación obtenido en el NIP y MIP en la fracción de 
elución para las condiciones evaluadas, diferenciándose únicamente en las condiciones 
de lavado, las cuales vienen dadas por el contenido de MeOH en acetonitrilo (Figura A.4.) 
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Tabla 9.  % Recuperación obtenido en el NIP y MIP durante la etapa de elución en función del 
contenido de MeOH en AcN en la fase de lavado. 
% MeOH-AcN NIP (%) MIP (%) 
0% 19 87 
2% 10 81 
4% 7 78 
6% 1 80 
8% 0 77 
10% 0 73 
 
 
Figura A.4. % Recuperación obtenido en el NIP y MIP bajo diferentes condiciones en la fracción de 
elución. 
 
A la vista de los resultados en estos experimentos, el método que permite obtener una 
elevada recuperación y selectividad en el proceso de extracción en fase sólida de ácido 
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 Figura 5. Etapas globales implicadas en el proceso MISPE optimizado. 
 
Figura A.5. Etapas globales implicadas en el proceso MISPE optimizado. 
 
 
A.3.4. Caracterización físico-química del polímero impreso: isoterma de adsorción 
 
Una vez optimizado el proceso MISPE, se lleva a cabo la caracterización física-química del 
polímero impreso con el fin de profundizar en el mecanismo de interacción del polímero 
con ácido clofíbrico. En dicho mecanismo, se ha evaluado la isoterma de adsorción, la cual 
permite estudiar el funcionamiento del polímero en un amplio intervalo de 
concentraciones. De entre todos los modelos disponibles para el ajuste de los datos 




𝑁 · 𝑎 · 𝐹𝑚
1 + 𝑎 · 𝐹𝑚
 
 
donde B es la cantidad de ácido clofíbrico enlazada al polímero en el equilibrio, F es la 
cantidad de ácido clofíbrico que permanece en la disolución una vez alcanzado el 
equilibrio, N es la capacidad del polímero, a es el parámetro relacionado con la constante 
de afinidad mediante la expresión K= a1/m y m es el coeficiente de homogeneidad.   
 
 
El modelo de Langmuir-Freundlich se utiliza muy frecuentemente ya que es capaz de 
caracterizar correctamente materiales tanto homogéneos como heterogéneos que 
presenten un grado de afinidad intermedio (un polímero totalmente homogéneo 
CARGA: 2 mL de disolución de ácido clofíbrico en acetonitrilo 
LAVADO: 5 x 1 mL de una disolución de MeOH (6%) en acetonitrilo 
ELUCIÓN: 4 x 5 mL de MeOH 
EVAPORACIÓN Y REDISOLUCIÓN en 1 mL MeOH/H3PO4 10 mM (70:30) 
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presenta una m = 1). La Figura A.6. muestra la representación del ajuste obtenido y la 





Figura A.6. Representación del ajuste a la isoterma de Langmuir-Freundlich; R = 0.999. 
 
 










0.444 24.7 0.573 269.8 0.999 
 
A.3.5. Comparación del proceso MISPE con SPE empleando adsorbentes no selectivos 
comerciales 
 
Por último, el grado de selectividad y la eficacia de la utilización del MIP, si bien se ha 
demostrado en los experimentos llevados a cabo, es necesario demostrar su utilidad en 
comparación con la utilización en la etapa de “clean up” de adsorbentes no selectivos 
como son NIP, OASIS MAX y CARTUCHOS C18. 
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En este caso, se pueden seguir dos procedimientos: 
 
1. Emplear el proceso MISPE optimizado para el polímero de CFB/4-VP, y comparar en 
condiciones similares. 
 
2. Emplear el procedimiento establecido para la determinación de ácido clofíbrico en cada 
cartucho. En este caso, al emplear mayor número de reactivos y mayor consumo de 
disolventes, se ha descartado este procedimiento, por ser más tedioso. Además, requiere 
dos etapas de limpieza, una etapa de elución, evaporación y reconstitución en 250 mL de 
fase móvil (NH4COOH y MeOH), lo que alarga el proceso considerablemente. El 
procedimiento descrito está optimizado para muestras de agua lo que hace que, al utilizar 
otra matriz, se tenga que optimizar el proceso de extracción para el cartucho comercial. 
 
Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla A.11. 







A la vista de estos resultados es obvio que únicamente la aplicación del método de 
limpieza propuesto basado en la utilización de un polímero de impresión molecular cuyo 
monómero es la 4-vinilpiridina y como analito plantilla ácido clofíbrico produce resultados 







CARTUCHO RECUPERACION (%) 
C-18 0% 
OASIS MAX 1% 
MIP CFB/4-VP 80% 
NIP CFB/4-VP 1% 
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A.3.5. Comparación del proceso MISPE con SPE empleando adsorbentes no selectivos 
comerciales 
 
La síntesis del polímero de impronta molecular para ácido clofíbrico tiene como objetivo 
final emplearlo en un proceso MISPE para la determinación de este analito en muestras 
de leche de distintos orígenes: materna y de vaca. Debido a que en el momento de su 
aplicación, no se dispone de leche materna, se ha desarrollado el método empleando 
muestras de leche comercial fortificadas con ácido clofíbrico. 
 
La leche es una suspensión de grasas en una solución de proteínas, hidratos de carbono 
(en donde predomina la lactosa) y sales minerales. Es isoosmótica y más ácida que el 
plasma (pH 6.8-7) y su composición varía según las fases de su secreción206: 
 
- Calostro: aparece entre los primeros 3-4 días tras el parto. Es alcalino (pH 7.45), rico 
en vitamina K, proteínas, sodio, potasio y minerales. Es pobre en azúcar y grasa. 
 
- Leche de transición: se segrega aproximadamente hacia la tercera semana. Su 
contenido va aumentando en azúcar y grasa. 
 
- Leche completa o madura: es más ácida que el plasma (pH: 7-7.71) y presenta mayor 
contenido en grasa. 
 
La leche humana, a diferencia de otros mamíferos, presenta una concentración más baja 
de iones monovalentes y más alta de lactosa206.  
 
 Debido al alto contenido en proteínas y grasas es necesario poner a punto un método de 
determinación de ácido clofíbrico en una muestra similar a la leche materna como es la 
leche comercial. A continuación, se explica el tratamiento de la muestra y el método 
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A.3.6. Determinación de ácido clofíbrico en muestras de leche comercial 
 
En primer lugar se determinó el ácido clofíbrico en extractos de muestras de leche una 
vez eliminadas las proteínas, con objeto de estudiar la influencia del resto de la matriz en 
la determinación del analito.  
 
Para obtener el extracto, es necesario preparar la muestra previamente, para lo cual, es 
necesario desnaturalizar las proteínas. Este paso se puede hacer con ácido 
trifluoroacético (TFA), AcN o NaCl (que tiene mayor fuerza iónica), pero se utiliza AcN ya 
que es en éste en el que se ha llevado a cabo el proceso MISPE y siempre es más 
aconsejable utilizar el mismo disolvente que el empleado como porogen en la síntesis del 











Figura A.7. Procedimiento optimizado para la determinación de ácido clofíbrico en muestras de 
leche comercial. 
Para el tratamiento de la muestra, se cogen 5 mL de leche y se tratan con distintos 
volúmenes de AcN, de tal manera que permite evaluar qué cantidad del mismo hace 
precipitar mayor cantidad de proteínas. A continuación, se mantiene en reposo durante 
30 minutos aproximadamente y, transcurrido este tiempo, el precipitado obtenido se 
seca en la estufa durante 2 horas a 40°C. Los resultados obtenidos en la etapa de 
precipitación se muestran en la Tabla A.12. 
 
Tabla A.12. Cantidad de proteínas precipitadas para 5 mL de leche con distintos volúmenes de AcN. 
5 mL leche 
+ 
VAcN 










- 249 - 
 
MUESTRA VAcN (mL) PESO PRECIPITADO 
1 8 363,0 
2 10 400,0 
3 12 424,7 
4 15 627.5 
5 18 450,6 
6 20 436.1 
7 25 424.2 
8 30 449.5 
9 35 435.4 
 
A la vista de los resultados, 15 mL se selecciona como volumen óptimo de AcN, ya que es 
la cantidad que hace precipitar mayor cantidad de proteínas, favoreciendo así la limpieza 
de la muestra. 
 
Una vez evaluado el volumen óptimo necesario para desnaturalizar las proteínas, el 
siguiente paso fue fortificar el extracto de leche obtenido con ácido clofíbrico a diferentes 
niveles de concentración y someterlo al proceso MISPE optimizado. El cromatograma, una 
vez inyectado dicho extracto en el cromatógrafo, se muestra en la Figura A.8., en la cual 
se puede observar la determinación de ácido clofíbrico en extractos de leche enriquecida 
(azul claro) y sin enriquecer antes (azul oscuro) y después de pasar por el MIP (rosa). En el 
cromatograma se representa claramente la elevada selectividad que presenta el polímero 
de MIP/4-VP, el cual permite llevar a cabo la limpieza de muestras de leche de forma 
rápida y sencilla y la cuantificación de ácido clofíbrico en la misma.  
 
Como puede observarse en la Figura A.8., dada la influencia del MIP en las muestras de 
leche comercial, se hace evidente la necesidad de usar polímeros de impresión molecular 
para la determinación de ácido clofíbrico en este tipo de muestras, lo que permite llevar a 
cabo una etapa de limpieza efectiva así como la determinación del analito de interés en 
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Figura A.8. Cromatogramas obtenidos para el análisis de muestras de leche enriquecida con 
ácido clofíbrico (100 ng·mL-1). 
 
El cromatograma obtenido a 279 nm no está influenciado por la presencia de la matriz, lo 
que justifica la necesidad del empleo de este polímero de impresión durante el 
procedimiento. El LD obtenido es de 15 ng/mL, límite que resulta superior al 
recomendado en la legislación por lo que se descartó medir a esta . 
 
Todos estos resultados conducen a la necesidad de trabajar a 227 nm empleando un MIP 
selectivo para ácido clofíbrico para llevar a cabo la limpieza de la muestra de leche. 
 
El límite de detección a 227 nm, para determinar ácido clofíbrico en los extractos de leche 
es de 6 µg·L-1, siendo la RSD de 10%. La recuperación del analito en los extractos es de 
77%, porcentaje obtenido al interpolar las áreas bajo el pico cromatográfico en el 
calibrado externo. 
 
A.3.7. Determinación de ácido clofíbrico en muestras de leche comercial de forma directa 
La metodología descrita en el apartado anterior, si bien simplifica notoriamente el 
método descrito en bibliografía, conlleva un tratamiento de muestra largo y, sobre todo, 
puede dar lugar a la pérdida del analito en el proceso de precipitación de las proteínas.  
 
Por ello, se inició una investigación encaminada al desarrollo de un método de análisis 
que permitiese determinar ácido clofíbrico directamente en las muestras de leche sin 
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necesidad de llevar a cabo la etapa de precipitación de las proteínas. Para ello, se 
enriqueció la muestra de leche con el ácido clofíbrico a dos niveles de concentración, 50 
ng·mL-1 y 300 ng·mL-1. A pesar de que no hay una legislación vigente para la 
determinación de ácido clofíbrico en leche, se establece el nivel máximo permitidodel 2,4-
D, 10 ng·mL-1, debido a su semejanza en su estructura A pesar de que no hay una 
legislación vigente para la determinación de ácido clofíbrico en leche, se establece el nivel 
máximo permitido del 2,4-D, 10 ng·mL-1, debido a su semejanza en su estructura208.  
 
La leche enriquecida sin ningún tipo de tratamiento previo se pasó a través del cartucho 
empaquetado con el polímero de impronta molecular para ácido clofíbrico y se le aplicó 
las distintas etapas del proceso MISPE. A continuación, el extracto eluído en la fase móvil 
se inyectó en el cromatógrafo y se cuantificó este analito a 227 nm. La Figura A.9. 
muestra el cromatograma obtenido de una muestra de leche comercial fortificada con 50 
ng·mL-1. La recuperación media de ácido clofíbrico obtenida mediante este procedimiento 
es del 99% (n=3; RSD = 12%). 
 
 
Figura A.9. Cromatograma correspondiente al extracto eluído en la fase móvil tras el proceso 
MISPE de leche enriquecida para 50 µgL-1· de ácido clofíbrico. 
 
Este resultado demuestra la bondad del MIP que permite aplicar directamente el 
método de análisis sin llevar a cabo la precipitación de las proteínas, lo que acorta y 















































Determinación de residuos farmacéuticos en 
alimentos y muestras medioambientales. 
Evaluación de su toxicidad con larvas de pez 
zebra. 
 
Anexo B. Publicación científica - Review
 
ANEXO B 



















Determinación de residuos farmacéuticos en 
alimentos y muestras medioambientales. 
Evaluación de su toxicidad con larvas de pez 
zebra. 
 
Anexo C. Publicación científica

ANEXO C 




































Determinación de residuos farmacéuticos en alimentos y muestras 
medioambientales. Evaluación de su toxicidad con larvas de pez zebra. 
 
Anexo D. Aportaciones científicas 
derivadas de la presente Tesis Doctoral

 - 285 - 
 
Comunicaciones a Congresos: 
 
 
- XV Reunión Nacional de la Sociedad Española de Química Analítica (2009). 
“Síntesis y Caracterización de Polímeros de Impresión Molecular para la 
Determinación de Ácido Clofíbrico”. N.Molina, E.E. Paniagua, C. Cacho, C. Pérez-
Conde.  Comunicación tipo póster. 
 
- I Simposio de Jóvenes  Investigadores en Espectroscopía Aplicada (2011). 
“Determinación de residuos farmacéuticos y fungicidas en muestras 
medioambientales  y alimentarias mediante MIPs”. Noemí Molina Fernández, 
Concepción Pérez Conde. Comunicación oral. 
 
- XXIII Reunión Nacional – VII Congreso Ibérico Espectroscopía  (2012). “Larvas de 
pez cebra como organismo modelo para la evaluación de la bioconcentración 
de residuos farmacéuticos”. N. Molina, J. Sanz Landaluze, C. Pérez Conde, C. 
Cámara.  Comunicación tipo póster. 
 
- XVIII Reunión de la Sociedad Española de Química Analítica (2013).  “Estudio de 
la bioacumulación de fármacos en larvas de pez cebra”. N. Molina, J. Sanz-
Landaluce, C. Pérez-Conde, C. Cámara. Comunicación  tipo póster. 
 
- Orque Sudoe Summer School (2014). “Bioconcentration studies of 
pharmaceuticls in zebrafish larvae”. N. Molina, R. Gonzalo-Lumbreras, J. Sanz-
Landaluze, C, Pérez-Conde, C. Cámara. Comunicación oral y tipo póster. 
 
- 14as Jornadas de Análisis Instrumental (2014). “Bioconcentration of 
pharmaceuticals using alternative method with zebrafish larvae as model 
organism”. N. Molina, R. Gonzalo-Lumbreras, J. Sanz-Landaluce, C. Pérez-
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- XX Reunión de la Sociedad Española de Química Analítica (2015). 
“Biotransformation and bioaccumulation of antidepressants in zebrafish larvae 
by GC-MS and LC-MS/MS”. N. Molina-Fernández, J. Sanz-Landaluze, C. P. 
Conde, C. Cámara. Comunicación tipo póster. 
 
- ICCE 2015 LEIPZIG. 15th EuCheMS International Conference on Chemistry and 
the Environment (2015). “Bioaccumulation and biotransformation of 
pharmaceuticals in zebrafish (Danio rerio) eleutheroembryos by GC-MS and LC-
MS/MS”. N. Molina-Fernández, C. Pérez-Conde, S. Rainieri, C. Cámara, J. Sanz-
Landaluze. Comunicación oral. 
 
- I Simposio Anual en Química Avanzada (SAQA) (2016). “Estudio de la 
biotransformación y bioacumulación de antidepresivos (SSRI) en larvas de pez 
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Artículos derivados publicados o en preparación: 
 
- N. Molina-Fernández, C. Pérez-Conde, S. Rainieri, J. Sanz-Landaluze. “Method 
for quantifying NSAIDs and clofibric acid in aqueous samples, lumpfish 
(Cyclopterus lumpus) roe, and zebrafish (Danio rerio) eleutheroembryos and 
evaluation of their bioconcentration in zebrafish eleutheroembryos”. 






- N. Molina-Fernández, S. Rainieri, R. Muñoz-Olivas, C. Pérez-Conde, J. Sanz-
Landaluze. “Evidences of antidepressant drugs accumulation and 
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- N. Molina-Fernández, C. Pérez-Conde, J. Sanz-Landaluze. “Development of two 
miniaturized analytical methodologies for pharmaceutical compounds (Selective 
serotonin reuptake inhibitors, non-steroidal anti-inflammatory and lipid 





- Noemí M. Fernández, Ana M. Coto-García, Raquel Gonzalo-Lumbreras, Jon 
Sanz-Landaluze, Concepción Pérez-Conde and Carmen Cámara. “Sample 
treatment in Organic Compound Determination: A Green Chemistry 
Perspective”. Current Green Chemistry (2016) 3(2): 133-144.  
DOI : 10.2174/2213346103666160526130744. 
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La contaminación medioambiental es un tema recurrente de preocupación 
pública creciente debido a la elevada producción y/o consumo de 
compuestos que se vierten de manera descontrolada a los diferentes 
ecosistemas. Entre los contaminantes emergentes vertidos al medio 
acuático, se encuentran los residuos farmacéuticos. Esto ha conllevado a 
desarrollar nuevas metodologías analíticas para su identificación y 
determinación en concentraciones a nivel de trazas (ng·L-1 – g·L-1). Por 
ello, la presente Tesis Doctoral se centra en el desarrollo de metodologías 
analíticas centradas en la determinación de tres familias de fármacos de 
elevado consumo humano y veterinario: antiinflamatorios no esterioides 
(NSAIDs), reguladores lipídicos y antidepresivos inhibidores de la 
recaptación de serotonina (SSRIs) y metabolitos para su posterior 
aplicación al estudio del potencial de bioacumulación en larvas de pez 
cebra así como en matrices alimentarias de pescado de consumo y 
productos manufacturados derivados del mismo.
“Nuestra recompensa se encuentra en el esfuerzo y no en el resultado. Un 
esfuerzo total, es una victoria completa”. 
 
Mahatma Gandhi 
